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Résumé

Dans le cadre d’une étude qui porte sur I’analyse qualitative et quantitative de la microflore
rhizosphérique cultivable associée a 1’orge (Hordeum vulgarea L.) cultivé dans la région d’El

Goléa-Ghardaia (zone saharienne).

Nous avons jugé intéresssant d’analyser la densité et la diversité de la microflore bactérienne et les
caractériser sur le plan morphologique, physiologique et biochimique et pour séléctionner une
communauté microbienne posseédant un pouvoir PGPR et une résistance aux conditions de stress
abiotic et de les utilisé comme inoculum pour tester leurs effet sur la croissance et le développement

de Medicago sativa L. dans les conditions de stress.

Nos résultats ont montré une grande diversité et densité des populations bactériennes, les isolats
obtenus ont montré des bonnes critéres pour le rends un bon inoculum pour le développement des

plantes dans les conditions de déficit hydrique et salin.

Un effet positif de nos isolats a été montré sur les plantules de la luzerne dans des conditions de
stress salin et hydrique sur la germination, la croissance des plantules et la tolérance a des niveaux
élevées de stress.

Mots clé: Medicago sativa L, Rhizosphére , PGPR. Stress hydrique , Stress salin.
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Summary

As part of a study on the qualitative and quantitative analysis of the cultivable rhizosphere
microflora associated with barley (Hordeum vulgarea L.) grown in the region of El Goléa-Ghardaia
(Saharan zone).

We found it interesting to analyze the density and diversity of the bacterial microflora and to
characterize them morphologically, physiologically and biochemically, in order to select a
microbial community with PGPR pwer and resistance to abtiotic stress conditions. And for using as
an inoculum to test their effect on the growth and development of Medicago sativa L. under salt and
water stress conditions.

That Our results showed a great diversity and density of bacterial populations, the isolates obtained
showed good criteria to make it a good inoculum for the development of plants in conditions of
water and salt deficit.

A positive effect of our isolates was shown on alfalfa seedlings under conditions of salt and water
stress on germination, seedling growth and tolerance to high levels of stress.

Key words: MedicagosativalL, Rhizosphere, , PGPR, Salt stress, Water stress.
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Depuis I’indépendance, 1’ Algérie a mis en ceuvre plusieurs programmes de développement du
secteur agricole, qui n’ont pas atteint les résultats escomptés et ont favorisé I’émergence d’une

dépendance alimentaire considérable vis-a-vis des marchés extérieurs.

Sous une pression sociale d’une demande alimentaire forte et pour enrayer le déficit structurel
algérien en ceréale, les pouvoirs ont été orientés vers le Sahara, une région désertique
immense qui couvre une superficie de plus de deux millions de Km?, caractérisée par un
climat aride, une température élevée, des précipitations peu abondantes et irréguliéres, une
forte évaporation et une faible humidité¢ de 1’air. Cependant elle dispose d’une richesse en
ressources hydriques importants constitués en majorité de réserves d’eau souterraine non
renouvelable, ce qui rend I’activité agricole assez complexe et conditionnée impérativement

par la disponibilité en eau et la possibilité¢ d’utilisation dans le temps.

L’agriculture en zones sahariennes constitue une source de revenus, un facteur de stabilité et
un moyen de fixation des populations locales mais souffre de problémes de gestion rationnelle

et durable sans modification physique, chimique et biologique de I’environnement.

Le développement d’une agriculture saharienne ne se limite pas a étendre les superficies a
irriguer ou a augmenter le débit soutrrait a partir des forages, mais surtout d’améliorer la
productivité agricole et son appareil de production, les techniques d’aménagement et
d’exploitation hydro-agricole, qui sont aujourd’hui une nécessité d’assurer un développement

harmonieux et durable, et ce pour une agriculture moderne et performante.

L’un des moyens les plus prometteurs pour améliorer la productivité et réduire les colts des
produits agricoles, consisterait dans 1’utilisation des microorganismes vivants comme
inoculum. De meilleures connaissances des mécanismes d’interaction plantes-
microorganismes permettent de favoriser des populations déja présentes dans la rhizosphere et
qui sont bénéfiques pour les plantes, et de développer des pratiques autres que I’utilisation

d’inoculants chimiques.

Dans le cadre d’une étude qui porte sur I’effet des bactéries isolés a partir de la rhizosphere
d’orge sur la croissance et le développement d’une plante fouragére Medicago sativa L. nous

avons jugé intéresssant de :
Analyses la densité et la diversité de la microflore bactérieen rhizosphérique d’orge

Obtention d’un ensemble de bactéries cultivables et les caractériser sur le plan

morphologique, physiologique et biochimique



Tester les bactéries a pouvoir PGPR sur la croissance et le développement de Medicago sativa

L. dans les conditions de stress salin et hydrique



I. Les zones arides
La zone aride est caractérisée a la fois par son climat toujours peu pluvieux, et parfois tres sec,

et tres irrégulier, et par sa végétation herbacee, rarement arboréee. Elle est subdivisée en zone
désertique (hyper aride) dont la pluviométrie est inférieure a 100 mm , zone aride proprement
dite dont la pluviométrie est comprise entre 100 et 300- 400 mm et zone subaride (semi aride)
dont la pluviométrie est comprise entre 300- 400 mm et 600 mm., en fonction des conditions
climatiques et des caracteres de la végétation, a chacune d’elles correspondent des sols
typiques (Aubert, 1960). L’aridité ne doit pas étre confondue avec la sécheresse, concept
météorologique a référence temporelle- phénomene conjoncturel (période, année séche).
L’aridité a de fortes implications hydrologiques, géomorphologique et édaphiques dont elle
est indissociable (Aggoussine, 2003).

1. Les sols
Les sols des régions arides présentent un certain nombre de caracteres constants : évolution

lente, profondeur réduite, matiere organique faible, peu abondante et superficielle, structure
faiblement définie, éléments minéraux assez peu altérés, colloides argileux stables, éléments
solubles concentrés en surface ou partiellement lessivés et accumulés, a un niveau ou a un
autre du profil, jusqu’a donner naissance a des nodules ou a des crodtes calcaires, gypseuses

ou salines.

Les sols des zones arides peuvent étre classés, selon leur teneur en matiére organique et

I’intensité de leur évolution, en deux groupes, les sols désertiques et sierozems.

2. Les microorganismes des sols des zones arides
Les sols des zones arides et semi-arides étaient supposés pendant longtemps, comme milieux

stériles, mais les travaux d’exploration ont montrés qu’il existe des especes microbiennes
comme les bactéries, actinomycetes, champignons et algues, qui s’adaptent aux conditions
climatiques extrémes (Sasson, 1987) et ils jouent aussi un réle fondamental dans les processus
importants tel que la régulation des cycles biogéochimiques (azote, carbone, soufre,....)
(Sasson, 1987).

Selon Rivkind (1969) dans les sols sahariens, la microflore totale variait entre 120 et 220
millions de germes par gramme de terre dans les sols cultivés, alors qu’elle n’était que de 28
millions germes par gramme de terre dans les sols incultes. Cependant, cette estimation de
la densité des microorganismes ne concerne que les formes cultivables et qui ne
représentent qu'une partie de la microflore. Une estimation réelle de la densité
bactérienne des sols a confirmé que les bactéries cultivables ne représentent que

0.001% a 15% du total de la population bactérienne.



Dans les régions a environnement extréme tel que les zones arides, les microorganismes
sont dans la plupart caractérisé par leur forte adaptation aux conditions climatique
(froid, chaleur, manque de nutriment, salinité, aridité,...) d'ou la notion de

microorganismes extrémophiles.

Le terme « extrémophiles » a été inventé pour la premiére fois, en 1974, par Macelory, dans
un journal intitulé ‘Somecomments on the evolution of extremophiles’, il a été interprété par
plusieurs facons pour enfin étre associer aux microorganismes qui peuplent des niches
écologiques extrémes caractérisées par des conditions défavorables pour le développement
d’une vie (Irwin et Baird, 2004).La notion d'extrémophilie est différente de celle de la
résistance aux conditions extrémes, elle implique que les cellules se développent et

fonctionnent de maniere optimale dans ces conditions (Alber et al., 2001).

Les microorganismes extrémophiles peuvent étre répertoriés en plusieurs groupes, selon leurs
paramétres de croissance et les conditions dans lesquelles ils existent (hautes et basses
températures, valeurs extrémes de pH, hautes concentrations de sel et hautes pressions) (Alber
et al., 2001).

» Les microorganismes halotolérants et halophiles

Les microorganismes qui peuvent vivre en présence de sel sont les halophiles et les
halotolérantes .les halophiles sont les bactéries nécessitant la présence de sel (NaCl) dans le
milieu pour leur croissance (Tiquia et al., 2007). Les microorganisme nécessitant moins de
2% de sel pour une croissance optimale ne sont pas considérés comme halophiles (Ollivier et
al., 1994). En revanche, les halotolérantes sont les bactéries capables de se développer sans
sel tout en tolérant des concentrations élevées en sel (Echigo et al., 2005) par exemple
I’espéce Halobacillus salinus qui a été isolée a partir d’un lac salé, cette espece se développe

sans sel et dans des milieux contenant plus de 23% de NaCl (Yoon et al., 2003).

Une diversité considérable existe également dans les mécanismes d’adaptation des
microorganismes halophiles et halotolérants a la forte pression osmotique exercée par leur
milieu environnant fortement salin. Comme les membranes biologiques sont perméables pour
I’eau, tous les microorganismes doivent maintenir leur cytoplasme au moins isoosmotique
avec leur environnement (Oren, 1999). Parmi les stratégies adoptées par ces derniers, deux
sont les plus généralisées ; il s’agit de I’accumulation de KCI et ’accumulation de solutés

compatibles.

L’accumulation de KCL implique I’accumulation des ions K" et CI” pour maintenir 1’équilibre

osmotique. Elle est adoptée par les bactéries halophiles appartenant a 1’ordre des



Halobacteriales et Halanaerobiales. Cependant, la présence intracellulaire de concentrations
élevées de KCI exige une adaptation supplémentaire des machineries enzymatiques, aussi les
protéines devraient maintenir leur activité et leur conformation appropriées (Lanyi, 1974).

Accumulation de solutés compatibles consiste a exclure le sel du cytoplasme, et & accumuler
des solutés organiques pour assurer 1’équilibre osmotique. Elle est adoptée par les membres
du domaine Bacteria. Il existe une large variété de solutés compatibles a savoir le glycérol, les
sucres alcools, la glycine bétaine, I’ectoine et son dérivé 5-hydroxy, les sucres simples, etc.
(Galinski, 1995).Ces composés sont synthétisés par 1’organisme ou importés de
I’environnement externe sans interférer avec son métabolisme. Plusieurs études (Bursyet al.,
2008;Vargas et al., 2008) ont prouve que les osmolytes tels que les ectoines protegent

I’organisme de différents stress (thermique et salin).

» Les microorganismes thermophile et hyper thermophile
Une définition plus pratique et plus large a été proposee par Karl Stetter (1981), qui qualifiee
d'organismes thermophiles, tous les étres vivants se développant a des températures
supérieures a 45°C. Cette derniere définition est intéressante car elle définit 3 sous catégories
au sein des thermophiles :
Les thermophiles modérés (55 et 65°C ), les thermophiles extrémes (65 et 80°C ) et les
hyperthermophiles dont la température optimale de croissance a des températures comprises
entre 80 et 110°C (Madigan et Martino, 2006).
Les hyperthermophiles les plus extrémes sont des bactéries du genre Thermotogamaritima sp.
et Aquifexpyrophilus sp. qui peuvent croitre a des températures de 90°C et 95°C
respectivement (Niehaus et al., 1999).
La base moléculaire pour 1’adaptation a ces environnements extrémes a été ¢tudiée de maniere
plus intensive pour les microorganismes vivant dans les milieux a hautes températures que
pour tout autre paramétre. A des températures élevées, des biomolécules, telles que les
enzymes se dénaturent et perdent leur fonction et, par conséquent, I'arrét du métabolisme. En
outre, la fluidité des membranes augmente de facon significative, ce qui perturbe la cellule.
Pour éviter la dénaturation et la dégradation, les thermophiles présentent une variété
d'adaptations cellulaires. Leurs lipides membranaires contiennent des acides gras saturés et
linéaires ce qui n’est pas le cas pour les mésophiles. Cela permet aux thermophiles de croitre a
des temperatures plus élevées en fournissant le bon degré de fluidité nécessaire pour le

fonctionnement des membranes (Ulrih et al ., 2009).



» Les microorganismes psychrophiles

Le terme Psychrophiles est réservé pour les microorganismes qui peuvent se développer de
facon optimale a des températures inférieures ou égales a 15 °C avec un maximum de
croissance a 20°C, et sont incapables de croitre au-dessus de 20 ° C (Irwin et Baird, 2004).
Les habitats des microorganismes psychrophiles comprend les régions polaires ou la lumiere
disparait tout pres de trois mois par année, ou les ressources nutritives ne sont présentes qu'en
faible quantité et ou la température descend parfois a des niveaux incroyablement bas, et les
eaux glacieres (Irwin et Baird, 2004).

Comme exemples de microorganismes psychrophiles, les genres Psychrobacter
sp.,Arthrobacter sp. et certaines especes des genres Pseudomonas, Bacillus, Halomonas,
Methanogenium, Micrococcus, Sphingomonas, Hyphomonas, Polaribacter, Psychroserpens,

Polaromonas et Vibrio (Satyanarayana et al., 2005).

Toute baisse de température d’un micro-organisme par rapport a sa température physiologique
entraine une surexpression de protéines dites «cold-shock» (Csps). Ces protéines sont
impliquées dans plusieurs processus cellulaires tels que 1’expression génétique et la régulation
de la fluidité membranaire (Phadtare, 2004).

Les protéines «cold-shock» psychrophiles et thermophiles restent trés peu étudiées en
comparaison de leurs homologues mésophiles. Cependant certaines études notent plusieurs
similarités entre les protéines psychrophiles et mésophiles notamment les séquences d’ADN
(Collins et al., 2006b; D'Amico et al., 2006; Tosco et al., 2003) et la présence de protéines
spécifiques du froid produites lors d’une exposition prolongée aux basses températures, les
Caps,« Cold acclimation proteins», le role des Caps serait le maintien de la fluidité
membranaire et/ ou le remplacement des peptides dénaturés (Phadtare, 2004).

Les protéines d’antigel (AFP) présentes chez certains vertébrés, plantes, mycetes et bactéries
(Marimonasprimoryensis) permettent la survie & des températures inférieures a 0°C en se
fixant sur des petits cristaux de glace inhibant ainsi la croissance et la recristallisation de la
glace (D'Amico et al., 2006). Des molécules protectrices comme le tréhalose, le glycérol et le
sorbitol produits par les psychrophiles protégent les structures cellulaires et assurent une
osmolarité cellulaire optimale pour faire face a la déshydratation et la dénaturation des
protéines (D'Amico et al., 2006; Kawahara, 2008; Sabri, 2001) et le maintien de ’activité

enzymatique in vivo (Kawahara, 2008).

» Les microorganismes acidophiles



Les microorganismes acidophiles se développent de fagon optimale a un pH égal a 2
(Morozkina et al., 2010), ils colonisent des environnements acides alors que les acido-
tolérants peuvent étre isolés a partir des environnements a pH neutre (Horikoshi, 1999).

Les acidophiles existent dans les trois domaines de la vie (Baker-Austin et Dopson, 2007),
certains acidophiles possedent des mécanismes qui leurs permettent de faire ressortir les
protons intracellulaires pour garder le pH de leur cytoplasme proche de la neutralité donc leur
protéines intracellulaires ne nécessitent pas de développer des mécanismes pour le maintien
de leur stabilité alors que d’autres acidophiles, tel que Acetobacteraceti, ont un cytoplasme
acide et possedent des mécanismes qui expulsent les protéines intracellulaires a 1’extérieur
pour atteindre leur stabilité (Menzel et Gottschalk, 1985).

» Les microorganismes alcalophiles
Les microorganismes alcalophiles sont ceux qui se développent a des valeurs de pH égales ou
supérieures a 9 avec un optimum entre 10 et 12, tout en montrant une croissance tres faible
pres de la neutralité. Ces microorganismes ne se trouvent pas seulement dans des habitats a
pH neutre ou alcalin, mais ils peuvent exister aussi dans des habitats acides (Horikoshi, 1999).
La réponse des microorganismes, en particulier les alcalotolérants, a des pH alcalins nécessite
la présence intracellulaire des ions de Sodium pour la régulation et le métabolisme (Lewinson
et al., 2004). Ce mécanisme d’échange proton/ ion fait intervenir une pompe protomotrice qui
va rejeter les ions Na* hors de la cellule et en fessant entré les protons H* par la chaine
respiratoire (Sarsengalievich., 2010).

» Les microorganismes piézophiles (barophiles)
Zobell et Morita (1957) ont été parmi les premiers a tenter d'isoler les micro-organismes
adaptés a croitre sous des pressions élevées, et ils les ont appelé des barophites.
Les premiéres bactéries barophiles ont été isolées en 1979, elles sont définies comme celles
ayant une croissance optimale a des pressions supérieures a 40 MPa (mégapascal), alors que
les bactéries barotolérantes présentent une croissance optimale a une pression inférieure a 40
MPa et poussent bien a la pression atmosphérique (Yayanos et al., 1979).
Le terme piézophile (en Grec piezo = pression et philo = aimer) a été introduit officiellement
en 1995 pour décrire les microorganismes barophiles en comparaison avec d’autres termes
similaires utilisés pour décrire I’effet de la pression dans d’autres domaines tel que la
piézoélectrique (Yayanos, 1995). Parmi les genres représentants des piézophiles, il y en a
Shewanella, Colwellia, Moritella, Methanococcus, Pyrococcuset Thermus(Abe et Horikoshi,
2001).



La pression est un parametre qui peut influencer 1’activité microbienne et qui est étudié depuis

le milieu du 20°™ siécle. En 1979, la premiére souche de bactérie (souche CNPT-3) adaptée a

la pression a été isolée par (Yayanos et al. 1979).

Aujourd’hui, D’amélioration de 1’échantillonnage et I’instrumentation en laboratoire
permettent d’étudier les processus moléculaires liés a la croissance et a la survie des
microorganismes dans les océans profonds (Allens and Bartlett, 2010).

L’effet de la pression sur la membrane cellulaire, les protéines et 1’expression des genes sont
étudiés en détail chez ces organismes.

Les faibles températures et les pressions élevees diminuent la fluidité membranaire et
affectent les processus associés a la membrane comme les flux d’ions et des €léments nutritifs
et associés a la réplication d’ADN (Bartlett, 1992).

Il a été montré que plusieurs microorganismes supportant ou vivant a des pressions élevées
synthétisent des acides gras polyinsaturés dans leur membrane cellulaire tels que 1’acide
eicosapentaenoique et 1’acide docosahexaénoique qui permettent de conserver la structure et
la perméabilité de la membrane cellulaire a basse température et/ou haute pression (Kamimura
et al.,1993 ;Fang et al., 2000). La pression hydrostatique influe également sur I’abondance des
protéines de surface cellulaire. Une bactérie modérément barophiles, Photobacterium SS9
régule 1’abondance de protéines (OMP) sur leur membrane externe en réponse a la pression
hydrostatique (Chi et Bartlett, 1993).

D’autres du genre Shewanellaspp. possédent un opéron régulé par la pression (Nakasone et
al.,1998).



II. Le stress salin et hydrique

Le mot stress a été apparu autour de 1940. Il s’agissait d’un mot anglais, employé en
mécanique et en physique, qui voulait dire « force, poids, tension, charge ou effort ». En
biologie, le stress est définit comme étant I’ensemble de conditions qui provoquent des
changements de processus physiologique résultant éventuellement en dégéats ; dommages,
blessures, inhibition de croissance ou de développement (Oliveira et al.,2013). La notion de
stress implique d’un part une déviation plus ou moins brusque par rapport aux conditions
normales de la plante ou de I’animal et d’autre part une réaction sensible de 1’individu dans
les différents aspects de sa physiologie, qui change sensiblement soit avec une adaptation a la
nouvelle situation, ou a la limite une dégradation menant a une issue fatal (Yadav et al.,
2011).
Le stress peut étre subdivisé selon son origine en deux grandes catégories :

- Stress biotique : imposé par les organismes (insectes-herbivores,....).

- Stress abiotique : provoqué par un défaut ou excés de I’environnement physiquo-

chimique comme la sécheresse, les températures, la salinité,.....

1. Stress salin
1.1. Définition

Le stress salin ou la salinité peut étre définie comme étant la quantité globale des sels
hydrosolubles dans le sol (Imalet, 1979), il s’agit de: le Potassium, le Magnésium, le
Calcium, le Chlorure, le Sulfate, le Carbonate, le Bicarbonate et le Sodium.
La salinité constitue 1’un des facteurs abiotiques les plus répandus au niveau de la planéte et
qui limite fortement les rendements agricoles, notamment dans les régions arides et de semi
arides, ou les précipitations sont limitées et ne sont pas suffisantes pour transporter les sels du
profil racinaire des plantes (Khales et Baaziz ,2006 et Schulze et al.,2005).
La salinité se produit par une salinisation. C’est un processus d'enrichissement du sol en sels
solubles qui aboutit & la formation d'un sol salin (Keren, 2000 ; Levy, 2000 ; Brady et Weil,
2002 et Essington, 2004). D’aprés Mermoud (2006), la salinisation des sols est le processus
d'accumulation des sels a la surface du sol et plus particuliérement dans la zone racinaire, elle

se solde par des effets nocifs sur les végétaux et le sol.



1.2. Types de salinité

Selon I’origine de la salinité d’un sol, deux types de salinité sont distingués.
v Salinité primaire
La salinité primaire résulte de I’accumulation des sels dans le sol a travers un long processus

naturel de dégradation des roches salines et des apports €oliens des sels des mers et oceans.

v' Salinité secondaire
Pres de 20% des terres salinisées ont une origine humaine ou anthropique ; cette salinisation
est qualifié¢e de «secondaire» di principalement a I’irrigation des terres avec une eau de
mauvaise qualité (eau saline), un lessivage insuffisant et un drainage défaillant (Anonyme,
2006 et Le goupil, 1974).

1.3- principaux sels solubles
Les principaux sels solubles qui participent dans la formation des sols salés sont :

» Les carbonates : les plus rencontrés sont le carbonate de sodium (Na2CO3),
bicarbonate de sodium (Na HCO3), carbonate de calcium (CaCO3) et le carbonate de
magnésium (mgCO3).

> Les sulfates : ce sont les sels de I’acide sulfurique et les plus fréquents sont: le sulfate
de magnésium (MgSO4), sulfate de sodium (NaSO4) et le sulfate de calcium (Ca
SO4).

» Les chlorures : principalement : le chlorure de sodium (NaCl), le chlorure de calcium
(Ca CI2) et chlorure de magnésium (MgCl2) ce sont plus soluble et forte toxicité. La
présence de sels solubles en quantité importante ou d’un horizon sodique a structure
dégradee, caracteres qui ont une influence néfaste sur le développement de la

végétation ou des cultures (Aubert, 1982)

1.4. Effets de salinité

La salinité constitue un facteur limitant non négligeable pour I'agriculture mondiale (Hillel,
2000). L'effet de la salinité se manifeste généralement chez la plupart des plantes cultivées par
une réduction de la croissance et le développement (Munns et al., 1983).Cet effet néfaste se
traduit par des changements morphologiques, physiologiques, biochimiques et moléculaires
qui affecte négativement la croissance et la productivité végetale ( Ashraf et Harris, 2004).



1.4.1. Germination
La germination désigne des phénomenes par lesquelles la plantule, en vie ralentie dans la

graine mure, commence une vie active et se développe grace a I’énergie contenue dans les
réserves de la graine. L’induction de la gemmation n’est possible que si certaines conditions
d’environnement sont respectées (chaleur, air, humidité) et que I’embryon n’est pas en 1’état

de dormance.

La germination est régulée par des caractéristiques génotypiques mais aussi par les conditions
environnementales et, en particulier, par la disponibilité de I'eau dans le sol (Sharma, 1973,
Gutterman, 1993 )(in Ndour et Danthu, 2000),

La plupart des plantes sont plus sensibles & la salinité durant leurs phases de germination et de
levée (Maillard, 2001). La salinité inhibe la germination ou ralentisse sa vitesse ? ce qui
expose plus les semences aux risque. (Abdelly , 2006) par son effet osmotique ou elle affecte
tous les processus de germination suite a la baisse du potentiel hydrique autour des graines, ce
qui rend I'eau inaccessible a cette derniere pour la réhydratation et la reprise de la vie active
de I'embryon (Maas et Poss, 1989).

La réduction du potentiel osmotique de la solution du sol empéche I’imbibition de la graine
suite a une diminution des activités enzymatiques et une forte absorption de Na+ par rapport a
K+, ce qui conduit a une toxicité embryonnaire et un retard dans les processus métaboliques
(Hsiao et al., 1976 ;Oertli,1976 )( in Adel et Bader, 2002).

1.4.2. Morphologie
Il existe 3 effets de la salinité sur la morphologique de la plante

» Architecture de la plante
L'architecture de la plante est profondément modifiée sous un stress osmotique, méme tres
modéré et ne présentant pas de symptomes flagrants. Par exemple, chez desdicotylédones
comme le pois ou la vigne, le nombre de ramifications et le nombre d'organes eélémentaires
(phytomeéres) de la tige sont drastiquement réduits. 1l en va de méme chez les graminées, ou le
nombre de talles est réduit en cas d'un stress osmotique.

» La partie aérienne
D’aprés Munns et Rawson (1999), Maas et Poss (1989), l'effet de la salinité se traduit
généralement par une réduction de la croissance végétative (réduction de la hauteur, nombre
de talles et de feuilles) qui est en fonction de la division et I'élongation cellulaire. Elle retarde
la croissance des pousses qui sont plus sensibles aux sels que les racines mais elle pousse

prématurément la plante vers la maturité.



» La partie racinaire
La salinité affecte en particulier la croissance des racines des plantes (Lauchli et Epstein, 1990
; Bayuelo et al ., 2002) ont montré qu’elle augmente le rapport PR/PA. En effet, les plantes
maintiennent une croissance racinaire relativement importante sous forte contrainte saline,
l'augmentation du rapport PR/PA qui s'ensuit semble étre associée a une augmentation de leur
tolérance au sel. Kafkai (1991), suggére que sous contrainte saline, la plante dépense plus
d'énergie photosynthétique pour maintenir un statut hydrique élevé et pour la production de
racines en vue de la recherche d'eau et/ou la réduction de la perte d'eau. Dans ces conditions,
il semble que l'arrét de la croissance foliaire soit déclenché par des signaux hormonaux
(Munns, 2002) et qu'une part importante des photosynthétats soit alors réallouée a la
croissance racinaire (figure 01). C'est l'une des réponses anatomiques clefs aux stress
osmotiques chez de nombreuses espéeces, dont le caractére adaptatif apparait évident
puisqu'une augmentation du ratio masse des racines/masse de la canopée maximise la surface

d'absorption de I'eau en diminuant la surface d'évaporation (Munns, 2002).

Figure 1 : Développement racinaire du blé en situation de stress (A) ou normal (B), d'apres
Taiz et Zeiger (2006).

1.4.3 Physiologie et la Biochimie
L’effet de la salinit¢ sur la physiologie et la biochimie de la plante se fait sur deux

parametres ; sur les échange gazeux et la photosynthese et sur la reproduction.
» Les échanges gazeux et la photosynthese
D’aprés Alem et al., ( 2002) la salinité affecte I'activité physiologique de la feuille, et plus

particulierement la photosynthése, qui présente la cause principale de la réduction de la

productivité végétale . Selon Munns (2008), la réduction de la photosynthese est liée a la



diminution du potentiel hydrique foliaire, qui est a l'origine de la fermeture des stomates
(Price et Hendry, 1991 ; Allen, 1995), qui cause la réduction de la conductance stomatique
(Orcutt et Nilsen, 2000). La diffusion du CO2 a l'intérieur des stomates devient alors limitée
et sa fixation au niveau des chloroplastes diminue par conséquence la régénération du RuBP
(Ribulose Biphosphate) devient limitée.

La physiologie de la reproduction Selon Hu et al., (2005) la salinité réduit le taux de
croissance de la plante et ses organes reproducteurs. Ils ont étudié I'effet de la salinité sur la
physiologie de la reproduction, ils ont constaté que le nombre du pollen dans deux différents
types de cultivars de 1’orge a été réduit de 24 a 37%. %. Des études réalisées par Munns et
Rawson (1999), sur l'effet de l'accumulation du sel dans le méristétme de 1’orge sur la
reproduction et le développement, montrent que les courtes périodes de stress salin pendant
I'organogenése peuvent avoir des conséquences irréversibles sur la fertilit¢ de 1’épi, elle

provoque l'avortement des ovaires.

1.5. Tolérance des plantes au stress salin

La caractérisation physiologique de la tolérance des végétaux a la salinité résulte de

processus qui permettent au végeétal d'absorber I'eau et les sels minéraux a partir de substrats a
faibles potentiels hydriques, mais aussi de vivre en acceptant la présence importante du
sodium dans ses tissus; les halophytes, qui accumulent le plus de sodium (Elzam et Epstein
1969, Ruse et Epstein, 1981; et in Guerrier, 1984), se distinguent ainsi par une forte capacité
d'élaboration de Composés organiques (Mercado, 1973, Briens et Larhe, 1982; in Guerrier,
1984), ces deux facteurs permettant le maintien d'une haute pression osmotique interne qui

favorise les échanges d'eau entre les compartiments externe et cellulaire (Guerrier, 1984).

Munns et Tester (2008) ont établit les limites de tolérance a la salinité de especes d'intérét
agronomique, leurs classification est déterminé selon le taux de réduction du rendement sous

I'effet du sel a divers concentration mesurer en (mM) (figure 2).

Toutes les plantes ne réagissent pas de méme maniére face au stress salin, suivant leur

production de biomasse en présence de sel, deux grandes tendances ont été discernées :

e Halophyte : Les halophytes sont des plantes capables de se développer et de croitre
sous un régime salin de 300 mM de NaCl (Tester et Davenport, 2008).ces plantes sont
capables daccumulé le sodium dans leurs matiéres foliaires a des concentrations
élevées. Le sodium est stockés dans les vacuoles (Glenn et al., 1999), ainsi que ces

plantes présentent une modification de leurs enzymes ce qui permettre une forte



adaptation a la contrainte saline (Flowers et Dalmond, 1992), ces plantes sont classées

selon Levigneron et al. (1995) en deux catégories.

e Les plantes de type inclusif (includer)

La plante de type includer capte le sel, qui parvient aux feuilles de la méme facon que I'eau,
par le mouvement ascendant de la seve dans les vaisseaux. A l'intérieur des cellules, le sel est
alors stocké dans les vacuoles (qui sont des compartiments fermés au sein de la cellule) grace
a des systemes de "pompes” moléculaires. Le sel est ainsi isolé. (Levigneron et al., 1995 ;
Levitt, 1980).

e Les plantes de type exclusif (excluder)

La plante de type excluder empéche le sel de remonter jusqu'aux feuilles. Une premiére
barriére existe au niveau de I'endoderme, couche interne des cellules de la racine. Cependant,
cette barriere peut étre interrompue, en particulier lors de I'émergence et des ramifications de
la racine. D'autres meécanismes limitent le passage de sel des racines vers les feuilles
(Levigneron et al., 1995 ; Levitt, 1980).

e Les glycophytes : représentent la majorité des especes végétales dont leur croissance
est ralentie dés que la concentration des milieux externes dépasse 100 mM et devient

létale a partir de 300 mM (Gereenway et Munns, 1980).
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Figure 2 : Classification des plantes selon leur niveau de tolérance a la salinité en fonction de

la concentration en sel (Munns et Tester, 2008).



1.6 Tolérance des céreales a la salinité
la tolérance des céréales a la salinité dépend de la variabilité genétique telle que certaines

espeéces qui résistent a ce type de stress abiotique que d'autres, d’aprés Munns et al., (2006) .
Notamment I'effet toxique des sels est moins prononcé chez le blé tendre que chez le blé dur.
Ce caractere lui est conféré grace a la présence du Knal, un géne responsable a I'exclusion du
sodium. En outre I'orge, arrive a croitre normalement dans des conditions considérées comme
limitantes. En effet, en plus de I'exclusion de sodium, la plante d'orge se sert d'un autre
mécanisme de tolérance a la salinité qui se manifeste par I'emprisonnement des sels dans un
compartiment bien spécifique dans la feuille. Ceci non seulement lui épargne leurs effets

toxiques mais aussi contrebalance la pression osmotique du sol (Munns, 2008).

1.7 Réponse et la stratégie adaptative de la plante aux stress salin
Les plantes peuvent répondre aux stress de diverses facon ; elles accomplissant leur

croissance durant les périodes de moindre stress ou bien ne peuvent pas le supporter auquel
cas elles peuvent subir des lésions. Ou bien, subies des modifications spécifiques de leur
métabolisme leur permettant d’éviter ou de tolérer les effets de stress (Enita, 2000). Les
plantes réagissent a ces variations de la salinité dans le biotope pour déclencher des
mécanismes de résistance. Parmi ces mécanismes, 1’ajustement osmotique joue un role
primordial dans la résistance ou la tolérance de la plante a un stress (Belfakih et al.,
2013).Celui ci est réalisé grace a une accumulation de composés osmorégulateurs conduisant
a une réduction du potentiel osmotique permettant ainsi le maintien du potentiel de
turgescence (EL Midaoui et al., 2007), principalement des composés aminés et des sucres
(Lzvigneron et al., 1995).
v Exclusion

La plante empéche le sel de remonter jusqu’aux feuilles , une premiére barriére existe au
niveau de 1’endoderme, couche interne de cellules de la racine .Cependant, cette barriere peut
étre interrompue, en particulier de 1’émergence des ramifications de la racine. D’autres
mécanismes limitent le passage de sel des racines vers les feuilles mais les génes qui les

gouvernent sont encore largement inconnus (EL Madidi, 2003).

v Ajustement osmotique
L’ajustement osmotique apparait aujourd’hui comme un mécanisme majeur d’adaptation, il
peut intervenir a tous les stades de développement et son caractére inductible suggere qu’il n’a
pas (ou peu) d’incidence sur le rendement potentiel. L’ajustement osmotique joue un rdle
primordial dans la résistance ou la tolérance de la plante a un stress (Kara et al, 2011).La
plante devra synthétiser des solutés organiques pour ajuster son potentiel hydrique (Belfakih
etal., 2013).



v Inclusion
La plante capte le sel, qui parvient aux feuilles, au méme titre que 1’eau, par le mouvement
ascendant de la séve dans les vaisseaux. A ’intérieur des cellules, le sel est alors stocké dans
les vacuoles grace a des systéemes de "pompes" moléculaires. Les vacuoles sont des
compartiments fermés au sein de la cellule. Le sel est ainsi isolé des constituants cellulaires
vitaux (EL Madidi, 2003).

v Accumulation de la proline
La proline, observée chez de nombreuses monocotylédones ou dicotylédones, s’accumule
aussi bien chez les glycophytes que chez les halophytes sur des cellules en suspension, ou des
plantes entiéres pour restaurer 1’équilibre osmotique entre cytoplasme et vacuole. La synthése
de proline est une mesure adaptative prise par les plantes et sa teneur est corrélée a la
tolérance au NaCl (Denden et al., 2005).

v" Sucres solubles

Les sucres solubles sont des voies des métabolismes végétaux présents aussi a la surface des
plantes (Arnault et al., 2011). Ils sont stimulés par un stress salin (Levigneron et al., 1995),
produits par blocage de glycolse ou le saccharose (provenant de 1’hdrolyse de 1’amidon). Ces
sucres sont abondants dans le cas de concentration fortement salins et déshydratants (Hubac ;
1972, Binet ; 1980, in Bouhaddi ,2009). Les sucres pourraient contribuer a plus de 50% a
I’ajustement osmotique des glycophytes soumises aux conditions de salinité (Farissi et al.,
2014).

1.8 Atténuation du stress salin dans les plantes par les PGPR

Différente études ont suggéré que les rhizobactéries peuvent également développer un certain
degré de tolérance chez les plantes donnant ainsi une résistance a ces derniéres. La tolérance
peut étre définie comme la propriété intrinséque du microbe combattre des conditions
stressantes, alors que la résistance est la capacité du microorganisme a résister a des condtions
stressantes par certains mécanismes. Des données expérimentale indiquent que les
microorganismes avec des capacités de tolérance/résistance peuvent aider les plantes a
s’adapter avec succés a différentes situations stressantes ( khan et al ., 2010 ; Milosevic et al .,
2012).



v/ Synthése des auxines et de composés similaires

Les auxines microbiennes peuvent affecter celles de la plante gouvernant un processus de
développement tels que le développement des racines. ce développement racinaire permet en
outre I’absroption des nutriments par les palntes, améliorant ainsi leur santé en présence de
composés inhibiteurs dans des conditions de stress (Egamberdieva et Kucharova, 2009 ).

La production d’acide indole acétique est un trait relativement commun de PGPR, et de telles
bactéries sont censées d’atténuer le stress salin dans les plantes. Dans la méme optique,
Sadeghi et al ., (2012) ont démontré qu’un isolat de streptomyces a augmenté la croissance de

la plante du blé en produisant de 1’acide indole acétique en présence de sel .

v Sécrétion des Exopolysaccharides (EPS)

Les microorganismes appartenant a différents groupes fonctionnels, par exemple les
rhizobactéries, sécrétent des exopolysaccharides (EPS) , qui fournissent une résistance aux
cellules contre différents facteurs de srtess et protégent ainsi le microogranisme de stress . Les
EPS améliorent également la structure du sol en formant des macroagrégats avec le sol, ce
qui augmente encore la capacité¢ de rétention d’eau du sol (Alami et al ., 2000). Les
macroagrégats maintiennet 1’équilibre dans les conditions aérobies et anaérobies dans le sol
déterminent également I’absorption progressive des nutriments du sol. En cas de stress salin ,
ces agrégats aident a lier des cations ( Na*) en les rendant inaccessible aux plantes ( Ashraf et
al., 2004).

Les rhizobactéries ont la capacité de former des biofilms en sécrétant des polysaccharides et
des protéines, la matrice ainsi formée limite la diffusion de composés tels que les hormones
de coroissance vegétale et les nutriments du voisinage de la plante , favorisant ainsi la
croissance des plantes en atténuant les condition de stress ( Timmusk et al ., 2013).

v" L’accumulation des osmolytes
L’une des réponses au stress les plus courantes dans les plantes est la surproduction de

différents types de solutés organiques compatibles tels que la proline, la glycine bétaine et le
glutamate (Serraj et Sinclair, 2002). L’accumulation de la proline est un indice physiologique
sensible de la réponse des plantes aux sel et aux autres stress pour maintenir un potentiel
hydrique plus élevé pendant le stress (Peng et al., 2008 ).

Il a été démontré que les PGPR améliorent la tolérance au stress des plantes en contribuant a
I’accumulation d’osmolyte dans les plantes (Zarea et al ., 2012) ont également signalé une
augmentation de I’accumulation de proline dans le blé lors de la colonisation des racines avec
les PGPR . La proline aide également la cellules végétale en stabilisant les structures

subcellulaire telles que les membranes et les protéines , en éliminant les radicaux libres et en



temponnant le pontentiel oxydatif cellulaire sous stress salin pour atténuer ce stress (Ashraf et
Foolad , 2007) .

2. Déficit hydrique
2.1. Définition

Le déficit hydrique est I’une des contraintes les plus courantes de 1’environnement qui influe
sur la croissance et le développement des plantes (Sadras and Milroy ,1996 ; Aslam et al.,
2006). Il est définit comme une baisse de la disponibilité de I’eau. En effet, il est le résultat
d’une combinaison complexe entre les facteurs du sol, de la plante et de I’atmosphére
contrélant le taux d’absorption de I’eau et les pertes d’eau par transpiration (Koslowski,
1968).

La contrainte hydrique est le facteur ou 1’ensemble des facteurs qui provoque le stress chez les
plantes (Lamaze et al., 1994).Un stress hydrique peut se produire aussi bien sous 1‘effet d‘un
exces que d‘un manque d‘eau. Le stress provoqué par un déficit hydrique est bien plus
fréquent, de sorte que 1‘expression du stress de déficit hydrique est abrégée en stress hydrique.

2.2. Les effets du déficit hydrique

L’installation d’un déficit hydrique se manifeste par la combinaison, d’une part de la
restriction de la disponibilité en eau du sol et, d’autre part, de I’augmentation de la demande
évaporatrice (Kiani et al., 2007). L’effet du manque d’eau dépend de son degré, sa durée, le
stade du développement de la plante, le génotype et son interaction avec I’environnement
(Aslam et al., 2006). On peut résumer I’effet du déficit hydrique sur la plante (Figure 4) en
trois stades.

Effets précoces: La fermeture des stomates est 1’une des réponses précoces au déficit
hydrique, elle se fait en quelque minutes (Assmann et al., 2000). Elle a pour but la protection
de la plante contre la déshydratation. Aussi, une diminution de la vitesse d’élongation
cellulaire, la balance hormonale est fréquemment altérée (Lamaze et al., 1994).

Effets a moyen terme: Plusieurs solutés s’accumulent dans la cellule pour établir
I’ajustement osmotique. Les solutés accumulés sont treés variés et appartiennent a diverses
familles biochimiques : des acides aminées, des amides, des polyamines, des acides
organiques, des sucres, et des sels minéraux (Lamaze et al., 1994).

Effets a long terme : Des modifications morphologiques, anatomiques et physiologiques
s’installent (Lamaze et al., 1994). Elles comprennent principalement une baisse du volume
des nouvelles cellules, une réduction de la surface des feuilles et une augmentation de leur
épaisseur, un vieillissement prématuré des feuilles matures et aussi une élévation du rapport
racine/ feuille en terme de biomasse.



2.3. Stratégies de résistance au déficit hydrique

La résistance a la sécheresse est un terme générique qui comprend plusieurs processus, on en
distingue classiquement trois : 1’échappement, 1’évitement et la tolérance. Ces stratégies
impliquent des facteurs morphologiques, physiologiques et biochimiques a différents niveaux.
(May et al., 1962).

2.3.1. L’échappement

L’¢échappement concerne les espéces capables d’accomplir leur cycle de vie avant que le
déficit physiologique en eau n’intervienne. C’est le cas des plantes des régions arides
effectuant leur cycle reproductif aprés une pluie et dont les graines supportent de longues
périodes de sécheresse. Cette stratégie ne s’applique pas aux plantes longévives comme les

arbres.

2.3.2. L’évitement

La premicére fagon d’éviter la sécheresse est ’esquive. L’esquive permet a la plante de réduire
ou d’annuler les effets de la contrainte hydrique par une bonne adaptation de son cycle de
culture a la longueur de la saison des pluies. Le développement phénologique rapide avec une
floraison précoce, permet a la plante d’éviter les périodes séches. Cette stratégie appliquée
aux especes cultivées a amené a décaler la date de semis et/ou a sélectionner des variétés plus
précoces permettant d’éviter les déficits hydriques de fin de cycle. La deuxieéme fagon d’éviter
la sécheresse est la capacité de la plante a maintenir un état hydrique satisfaisant. La stratégie
de I’évitement est principalement liée, d’une part, a la réduction de la transpiration et d’autre
part, a une optimisation de I’absorption d’eau par les racines. La diminution de la transpiration
est principalement liée a la fermeture des stomates. Il s’ensuit une chute de I’assimilation de
CO, donc une baisse de production de biomasse. Elle peut étre due également a une
diminution des surfaces évaporantes. Parmi les mécanismes permettant de réduire la

transpiration, la réduction de la surface foliaire et la diminution de la conductance stomatique.

2.3.3. La tolérance

La tolérance est la stratégie qui permet a la plante d’assurer ses fonctions physiologiques

malgré une dégradation de son état hydrique. Le maintien de la turgescence lors d’un déficit

hydrique permet de retarder la fermeture des stomates (Passioura, 1996), de maintenir le
volume chloroplastique et de réduire le flétrissement foliaire (Blum et Ebercon, 1981,
Medrano et al., 2003). Cette aptitude confére a la plante une meilleure tolérance au déficit
hydrique interne. Cette tolérance au déficit hydrique interne permet un fonctionnement
prolonge de la photosynthese. Les produits carbonés peuvent alors étre utilisés autant pour
I’ajustement osmotique que pour la croissance racinaire. Une autre conséquence du maintien

du métabolisme carboné sera une diminution de la fréquence des épisodes de photoinhibition.



Au niveau cellulaire, I’ajustement osmotique joue un réle déterminant dans le maintien de la

turgescence aux faibles potentiels hydriques foliaires.

La tolérance a la sécheresse est le résultat de mécanismes physiologiques, biochimiques et
moléculaires complexes. L’expression de différents genes et l'accumulation de divers
osmolytes (I’ajustement osmotique) couplé a un systeme antioxydant efficace sont souvent les

principaux mecanismes de tolérance au déficit hydrique (Tardieu, 2005).
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I11. Les bactéries rhizosphériques promotrices de croissance des plantes

1. Definition et structure de la rhizosphere

Le terme rhizosphére a été décrit pour la premiére fois en 1904 par un chercheur allemand
Lorenz Hiltner, ¢’est un mot composé d’origine grec : " rhizo " ou™ rhiza" signifiant” racine™
et "sphere" qui veut dire « globe » ou « La zone du sol dans laquelle la microflore est
influencée par les racines des plantes », donc rhizosphere peut étre définit comme étant la
fraction du sol qui entoure et englobe le systéme racinaire des plantes. ( Prescott,2007 )

La rhizosphere est définie aussi comme un environnement crée par les interactions entre
lesexsudats racinaires et les microorganismes, elle est le lieu des échanges entre sol, racines,
microorganismes et faune associés. Ces échanges, intenses, se traduisent par des flux
bidirectionnels d’eau et de nutriments (Lynch, 1990).Elle constitue ainsi un habitat favorable
pour la prolifération des microorganismes et exerce un impact potentiel sur la santé des
plantes et la fertilité des sols (Hinsinger et al., 2006).

La rhizosphére est la zone du sol qui est adjacente aux racines, elle s’étend de quelques
micrometres a plus de 2 mm en dehors de la surface racinaire. La surface des racines est
définie comme le rhizoplan, I’endorhizosphére est définie comme le cortex des racines du fait
qu’il est colonisé par les bactéries (Nehl et Knox, 2006).

La rhizosphére peut étre aussi divisée en plusieurs zones distinctes. Ca inclus
I’endorhizosphére (tissus racinaires), I’endoderme et les couches corticales, et inclue aussi la
surface  racinaire avec I’épiderme et les mucilages polysaccharidiques, et
I’ectorhizosphére(Morgan et al., 2005) qui est correspond au volume de sol colonisé ou
potentiellement colonisable par les microorganismes (bactéries ou champignons) et influencé
par ceux-ci.

Sa définition peut s’étendre a la mycorhizospherecorrespondant au volume de sol qui
environne une racine colonisée par un champignon mycorhizien (le champignon mycorhizien

permet d’augmenter le volume de 1’ectorhizosphere). (Balandreau et Knowles, 1978) .

2. Les bactéries rhizosphériques promotrices de croissance des plantes
2.1 Définition d’une communauté bactérienne

En Ecologie, une communauté est généralement définie comme un ensemble de populations,
i.e. d’individus de différentes espéces qui coexistent en méme temps et au méme endroit
(Begon et al. 1996). Mais cette definition est trop genérale pour étre appliquée directement
aux communautés bactériennes. L’écologie microbienne a attribué le terme communauté pour
désigner des assemblages d’espéces bactériennes qui sont en interaction dans un méme

écosystéme, milieu, habitat et/ou qui partagent une méme fonction.(Paul et clarck1996)



Une communauté bactérienne correspond donc a I’ensemble des populations bactériennes
dans un habitat donné. Chaque espéce de la communauté prend part un systéme d’interactions

complexes existant dans la rhizosphére entre le sol, les plantes et le biote du sol (Jossi, 2008).

3.Composition des communautes bactériennes rhizosphéerique

Les bactéries rhizosphériques promotrices de la croissance des plantes, connue souvent dans
le monde scientifique par 1’appellation « PGPR », une abréviation anglaise de « Plant Growth
Promoting Rhizobacteria », ce terme est attribué aux bactéries de la rhizosphere, qui
interviennent dans la croissance et la santé des végétaux. Ces PGPR, regroupent a la fois, les
bactéries qui stimulent la croissance des plantes par la fixation d’azote (Rhizobium sp), la
production d’hormones (Pseudomonas sp), la solubilisation des phosphates (Bacillus
circulans) (Reyes et al.,2004) et celles qui sont protectrices contre les agents phytopathogénes
qui exercent des mécanismes d’antibiose (production de 1’Oligomycine A par Bacillus
thuringiensis)( Reyes et al.,2004), de compétition pour I’espace et les nutriments par la
colonisation des racines (Pseudomonas guilliermondii) (Van Loon,2007) et de renforcement

de la capacité défensive de I’hote (Pseudomonas putida) (Van Loon, 2007) .

3.1. Les bactéries stimulatrices de croissance
Les bactéries rhizosphériques participent a la stimulation de croissance des plantes et par
conséquent a I’amélioration de leur rendement par différents mécanismes : fixation d’azote,

solubilisation des phosphates, production des sidérophores et les hormones de croissance.
» Les bactéries fixatrices d’azote

L’azote est I’élément nutritif le plus important pour les végétaux, c’est un facteur limitant
majeur de la production agricole alors que I’atmosphére terrestre est constituée a 807 d’azote.
Ce paradoxe est di au fait que 1’azote moléculaire (N,) est une molécule trés stable, que seuls
les organismes appartenant au groupe des procaryotes sont capables de la réduire sous une
forme combinée assimilable, par contre elle est inaccessible pour les organismes eucaryotes.
(Pujic et Normand, 2009).

Le phénomene de la fixation biologique de I’azote atmosphérique qui s’effectue uniquement
par les procaryotes se fait grace a un complexe enzymatique appelé nitrogénase (Figure 4) qui
assure la réduction de I’azote moléculaire (N2) en ammoniaque (NHs) une forme assimilable
par les plantes. La fixation biologique de 1’azote, joue un réle majeur dans le cycle de 1’azote,
surtout la présence d’une trés grande diversité dans leur mode de vie et leur association avec

les végétaux (Weyers et al., 2010 ).



Les bactéries capables de fixer biologiquement 1’azote sont appelées "diazotrophes" ou
"systemes diazotrophiques ".Ces systemes comportent diverses espéces bactériennes, aérobies
(Azotobacter, Beijerinckia,.....), anaérobies facultatifs (Pseudomonas, Rhizobium,...... ),
hétérotrophes (Klebseilla, Enterobacter ,.....), phototrophes (Azospirillum, Nostoc,...... ). Les
systemes fixateurs les plus efficaces sont des symbioses qui réalisent un couplage entre la

fixation d’azote et la photosynthése (Rhizobium et Frankia).

Le complexe enzymatique nitrogénase
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Figure 4: Fonctionnement du complexe enzymatique « la nitrogénase ».

> Les bactéries solubilisatrices des phosphates

Le phosphore (P) joue un rdle essentiel dans le transfert de 1’énergie nécessaire a la croissance
et a I’amélioration de la productivité¢ des plantes. C’est un ¢élément indispensable et
irremplacable pour les besoins vitaux des plantes. Sa concentration dans les sols, varie de 200
a 5000 ppm soit 0,02 a 0,5% (Lindsay, 1979). L’enrichissement du sol en P, suite a des
applications de fertilisants, dépend des caractéristiques physicochimiques de ce sol, dans les
sols acides, les oxydes libres et les hydroxydes d'aluminium et de fer fixent le phosphate,
tandis que dans les sols alcalins, il est fixé par le calcium, ce qui rend le fertilisant peu
efficace. (Lindsay, 1979).

Dans les sols agricoles, la solubilisation des phosphates inorganiques est étroitement liée a
’activité des micro-organismes du sol. Plusieurs rhizobactéries promotrices de la croissance
telles que: Bacillus megaterium, B. circulans, B. polymyxa, B. subtilis et Pseudomonas
striata ont été décrites comme étant des bactéries solubilisatrices du phosphate (PSB). (lgual
et al., 2001). Les effets bénéfiques de I'inoculation des cultures avec des microorganismes
solubilisant le phosphate, ont été décrits par plusieurs auteurs (Rodriguez et Fraga, 1999;
Sarawgi et al., 1999).

Les rhizobia sont peut étre le groupe le plus prometteur des PSB, du fait de leur capacité a

fixer l'azote en plus. Plusieurs publications ont rapporté que les souches de Rhizobium et



Bradyrhizobium solubilisant le phosphate, améliorent considérablement la croissance et la
teneur en phosphore des plantes aussi bien chez les légumineuses que chez les non
Iégumineuses (Chabot et al., 1996; Peix et al., 2001). Toutefois, I’apport bénéfique des
espéces de Bacillus, Escherichia, Arthrobacter et Pseudomonas, aux cultures, est estimé de 30
a 35Kg P,0,/ha (Gaur et al., 2004). Ainsi, et comme approche alternative pour améliorer la
nutrition phosphatée des plantes, Igual et al., (2001) suggérent l'utilisation des bactéries
solubilisatrices des phosphates en tant qu’inoculum microbien seul ou en co-inoculation avec
d'autres micro-organismes sélectionnés pour d’autres fonctions bénéfiques ( Fixation d’azote,

sécrétion d’hormones...).

Les travaux de plusieurs chercheurs ont montré que, les microorganismes dissolvant le
phosphore et améliorant la croissance des plantes constituent deux groupes, ceux qui vivent a
I’état libre non loin des racines et souvent méme sur la racine sans y étre liés et ceux qui
vivent en symbiose avec les plantes (Leggett et al., 2001). Les microorganismes symbiotiques
ont été largement étudies et utilisés pour augmenter la production de plusieurs cultures. (Frey-
Klett et al., 1999).

> Les bactéries productrices des hormones

La promotion de la croissance des racines par les hormones est I'un des facteurs principaux
qui ont été identifiés comme étant bénéfiques au rendement des plantes. La production
bactérienne des hormones constituent 1’essenticl des mécanismes de stimulation de la
croissance des plantes grace a la grande sensibilitt des racines aux hormones .1l existe cing
catégories des régulateurs de la croissance végétale: les auxines, les gibbérellines, les

cytokinines, 1’éthyléne et I’acide abscissique (Zahir et al., 2004) .

Ces régulateurs de croissance jouent un rdle trés important dans I’élongation des racines et
dans la prolifération des poils absorbants (Spaepen et al.,2007). lIs sont produits par un grand
nombre de bactéries (Figure 5) tels que: Azospirillum brasilense, Pseudomonas spp,
Xantomonas spp, , Enterobacter cloacae , Aeromona veronii, Alcaligenes piechaudii,
Rhizobium leguminosarum, Bradyrhizobium spp, Agrobacterium spp et Comamonas

acidovoran (Weyens et al., 2010).

> Synthése de I’acide indole acétique

L’acide indole acétique AIA est une auxine primaire active dans la majorité des plantes. Il
fonctionne comme une molécule - signal importante dans la régulation du développement des
plantes. L’AIA est aussi produit par les jeunes feuilles et les graines de végétaux a partir de

réactions de transamination et de décarboxylation du L-tryptophane (Sachdev et al., 2009). En
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géneral, le L-tryptophane constitue le précurseur principal pour I’AIA (Chung et Tzeng,
2004).

L’ATA intervient dans les premiers stades de l'embryogenése. Il contréle aussi bien
I'organisation du méristeme apical (phyllotaxie), la ramification des parties aériennes de la
plante (dominance apicale), la formation de la racine principale, l'initiation des racines
latérales et adventives (rhizogénése).

Ces multiples effets sur les différents stades de la croissance de la plante résultent du controle
que cette phytohormone exerce sur la division cellulaire, I'élongation cellulaire et certaines
étapes de différenciation (Khalid et al., 2004). Environ 80% des bactéries de la rhizosphére
peuvent sécréter de I'AlA (Bhavdish et al.),Parmi ces bactéries on retrouve certaines

pseudomonas exemple :Pseudomonas syringae et aussi Agrobacterium tuméfaciens.

» Production d’acide cyanidrique (HCN)

L'acide cyanhydrique est un métabolite secondaire dont la glycine est le précurseur. Bien que
le cyanure soit un inhibiteur métabolique général, il est synthétisé, excrété et métabolisé par
certains organismes dont les bactéries comme un moyen d’éviter la prédation ou la
compétition. Les plantes hétes ne sont généralement pas affectées par le cyanure bactérien
(Zeller et al., 2007). Le composé agit directement sur les cellules de I’agent pathogéne en
bloquant la cytochrome oxidase dans la chaine respiratoire. Cependant, en plus d’une activité
protectrice, le HCN peut également étre nocif pour la plante. La différence entre biocontrdle
et effet nocif serait probablement due a des différences dans les niveaux d’expression des
génes de production du HCN.

Au niveau de I’adaptation a la rhizosphére, la production d’HCN peut étre avantageuse pour
acquérir des nutriments. Par exemple, le HCN cause une augmentation de 1’exudation de
nutriments par les tissus de la plante (Ellis et al. 2000). II peut aussi contribuer a 1’acquisition
de certains ions métalliques en formant des complexes avec ceux-ci .De plus, en culture in
vitro, la production de HCN peut méme inhiber la croissance de plusieurs champignons

phytopathogénes via la phase gazeuse (Blummer et al. 2000).
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4. Bactéries protectrices contre les agents phytopathogenes

Les bactéries rhizosphériques peuvent jouer le role d’agents de biocontrdle et assurent par
conséquence la croissance des plantes. Il s’agit de bactéries qui participent strictement a la
lutte biologique (Fravel et al.,1999) par I’inhibition du pathogéne (synthése de molécules
antibiotiques), stimulation des mécanismes de défense de la plante (synthése de flavonoides,
composés phénoliques, et autres phytoaléxines) et la production de chélateurs pour réduire la

disponibilité des éléments minéraux (compétition et antagonisme).

La plupart des souches bactériennes exploitées comme agent de lutte biologique appartiennent
aux genres Bacillus et Pseudomonas (Haas et Defago 2005). Beaucoup de recherches se sont
concentrées sur ces deux derniers types de bactéries parce qu’ils sont des habitants communs
de la rhizosphére et possedent une grande activité dans le contréle biologique de maladies
lies au sol, ils ont la capacité de produire de nombreux antibiotiques, et ils sont faciles a
cultiver in vitro ou a manipuler en laboratoire. De plus, les bacilles offrent un avantage par
rapport aux autres bactéries en raison de leur capacité a former des endospores résistantes au

changement des conditions du milieu (Haas et Defago 2005).

4.1. Les mécanismes de protection

Les bactéries protectrices contre les agents phytopathogénes exercerent leur effet de lutte

biologique par des interactions qui sont soit directes ou indirectes.



Interactions directes Bactéries/Pathogene

1. Compétition pour I'espace et les nutriments

Dans certains cas, une réduction de la maladie peut étre associée a une colonisation
importante des racines par les bactéries bénéfiques, ce qui réduit le nombre de sites habitables
pour les micro-organismes pathogenes et par conséquence, leur croissance (Reyes et al.2004).
En effet une rhizobactérie a croissance rapide pourrait éliminer les pathogénes fongiques par
la compétition pour le carbone et les sources d'énergie. Parmi les bactéries qui peuvent
exercer ce genre de mécanisme: Pseudomonas putida, Bacillus pumilus et Serracia

marcescens (Tjamos et al., 2005) .

Le PGPR doit étre présent sur les racines en nombre suffisant pour avoir un effet bénéfique
sur les plantes et pour étre capable d” instaurer une compétition pour les nutriments dans la
rhizosphere (Haas et Defago 2005). Outre la vitesse de croissance intrinséque, les autres
propriétés renforgant le potentiel colonisateur d une souche sont la mobilit¢ ~ (présence d un
flagelle), le chimiotactisme et la faculté d utilisation des composés excrétés par les racines en

tant que sources de carbone et d azote (Grover 2004) .

Un cas particulier de compétition pour les nutriments repose sur la compétition pour le fer.
Les micro-organismes ont la capacité de synthétiser des sidérophores qui sont des molécules
chélatrices du fer nécessaire a leur croissance. Ces composés ont une grande affinité pour le
Fe**, en s appropriant les ions ferriques présents dans la rhizosphére | ils les rendent ainsi non
disponibles pour le champignon pathogene, ce qui provoque une diminution de sa croissance.
Par exemple, certaines bactéries du genre Pseudomonas (Pseudomonas aeruginosa) ont un
grand pouvoir de chélation du fer , elles peuvent reconnaitre et utiliser les sidérophores
produits par d autres souches , alors que ces derniéres ne sont pas capables d utiliser le
sidérophore qu elles produisent. Cette particularité peut favoriser la souche dans le processus
de la colonisation et la compétition pour le substrat mieux que d autres habitants microbiens
de la rhizosphére (Ongena et al.,2002). D'autre part , malgré que la production des
sidérophores soit un mécanisme important pour I activité des PGPR , elle est rarement
essentielle dans le biocontr6le. Un grand nombre de facteurs environnementaux (pH,
température el la source de carbone) influence la production des sidérophores. (Val de Benito
et al.,2006)

2. Antibiose

L’antibiose est probablement le mécanisme le plus connu et peut -étre le plus important, il est
utilisé par les PGPR pour limiter 1 invasion de pathogénes dans les tissus de la plante hote . 1l
consiste en une inhibition directe de la croissance du pathogene via la production de

métabolites aux propriétés antifongiques et/ou antibiotiques. Les souches de Pseudomonas



(Pseudomonas guilliermondii) produisent une variété de métabolites antifongiques puissants
impliquées dans le biocontrdle, par exemple ’acide cyanhydrique (HCN), la viscosamine, la
pyolutéorine, le 2,4-diacetylphloroglucinol (DAPG), la pyrrolnitrine, les phénazines, les
butyrolactones, les tensines et les tropolones (Haas et Defago 2005). D’autre part
I’oligomycine A, la kanosamine, la zwittermicine et la xanthobacine sont produites par
Bacillus thuringiensus , Streptomyces griseus et Stenotrophomonas maltophilia (Nakayama et
al., 1999).

Certaines souches de PGPR (Pseudomonas fluorescens) ont la capacité a dégrader les parois
cellulaires fongiques & travers la production d enzymes hydrolytiques tels que B-1,3-
gluacnase, exo-etendo-polygalacturonases, pectinolyases, cellulases et chitinases (Whippes,
2001). Plusieurs facteurs abiotiques (l'oxygeéne, la température, des sources spécifiques de
carbone et d'azote, et des micro-éléments), biotiques (la plante hote, le pathogene, la
microflore indigéne, et la densité de cellules de la souche productrice) ont été identifiés pour

influencer la production des antibiotiques par les agents bactériens de biocontréle.

Interactions indirectes Bactéries/Plante

La reconnaissance par la plante de certaines bactéries de la rhizosphére peut conduire a une
réaction d’immunisation lui permettant de mieux se défendre vis-a-vis d’une attaque par un
organisme pathogéene (Van Loon et al., 2007). Cette « immunisation » de la plante est appelée
résistance systémique induite (ISR) (Van Loon et al., 2007; Jourdan et al., 2008). Ce
phénomene d’induction de résistance systémique par les rhizobactéries est considéré comme
une stratégie prometteuse dans la lutte biologique contre les maladies des cultures (Ramos et
al., 2008). L’ISR peut étre induite par des microorganismes variés incluent des bactéries a
Gram positif comme Bacillus spp, ou des bactéries a Gram négatif appartiennent
principalement au genre Pseudomonas (P.fluorescens, P.putida, P.aeruginosa), et aux
entérobactéries comme Serratia (S.marcesens, S.plymuthica) ou Pantoeaagglomerans sp.
(Jourdan et al., 2008).(figure 06).
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Figure 6 : Mécanismes d’action des PGPR.



Présentation site d'études

Le volet expérimental de notre étude a éte réalisé au niveau de la station expérimentale de la
faculté des Sciences Biologiques de 1’Université des Sciences et de la Technologie Houari
Boumedienne, cette station se localise dans I'oasis d'El Meniaa, wilaya de Ghardaia (Figure
7).

El Meniaa anciennement appelée EI Goléa est une grande oasis Algérienne d'une superficie
d'environ 49 000km? (Chaiche, 2006) qui se trouve au centre du Sahara & environ
890km au sud d’Alger, a 280km au Sud-ouest de Ghardaia, & 410km au Sud-ouest
d’Ouargla, 480km au Nord d’In Salah et 380km a I’Est-nord de Timimoune. Ses
coordonnées géographiques se présentent comme suit:

- Altitude : 397m. - Longitude : 02° 87’ Est. - Latitude : 30°57’ Nord.

L'oasis est dotée d'un climat chaud et désertique avec des étés longs et extrémement chauds et
des hivers courts et chauds. Il ya tres peu de pluie toute l'année, et les étés sont

particulierement secs. (Dubief, 2001).

Figure 7 :Localisation de la région de El Golea (A) et la zone d’expérimentation (B) en vue
par satellite.



I. Matériel
1. Matériel non biologique
Durant notre stage de fin d’étude nous avons utilisés des appareils (Annexe 1), solutions

(Annexe 2) et des milieux de culture (Annexe 3).

2. Matériel biologique
e Sol rhizosphérique

Le sol rhizosphérique que nous avons utilisé pour notre étude a été obtenu apres une culture
de trois mois (Janvier-Mars2017) de plantes d’orges au niveau de la station de recherche d’El
Golea (W.Ghardaia). Le sol utilis¢ pour la culture est un sol qui n’a pas été cultivé pour plus
de 10 ans, a le quel des fertilisants organique ont été ajouté, avant de 1’utiliser, le sol a été
utilisé pour un cycle de culture d’orge durant la période Novembre2016-Janvier2017(figure
08), le sol ainsi récupéré et mélangé a été placé dans des parcelles de 100* 50*50Cm de
dimension (Figure 08-a), durant la période de culture les plantes ont été irrigué par la

technique d’inondation en raison de 100% de la capacité de rétention du sol utilisé.

A la fin de ’expérience, les plantules d’orge ont été prélevée en raison de 4 répétitions et
placées dans des sachets stériles (figure 08-b), et transportés au laboratoire dans les conditions
de froids (+4°C).

Les racines des plantes ont été coupées et placées dans des tubes corning contenant 25 ml de
PBS (Phosphate Buffer +Silwett) (Annexe2). Aprés homogeinisation a 1’aide d’un vortex
pendant 15 sec, les racines, ont été transferé dans un autre tubes corning contenant 25 ml de
PBS. a ce stade (Figure 09)., 1 ml de la suspension est déposées dans des cryotubes contenant
1 ml de glycérol 80%, et conservé a une température de -20°C , c’est a partir de ce stock que

nous avons réalisés nos isolements .

e Matériel végétal

Nous avons utilisé pour tester 1’effet PGPR de nos isolats, des graines de la plante cultivé

Medicago sativa L. (luzerne) variété locale d’origine saoudienne.
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Figure 8 : La mise en place de I’expérience de culture de 1’orge dans la région de Ménéa
avant (a)et apres récolte (b).

FigureQ9 : Les étapes de traitement des échantillons d’orge au niveau de laboratoire.



1. Méthodes

1. Analyse moléculaire de la diversité des communautés bactérienne rhizosphérique
associées a I’orge

1.1. Extraction et isolement d’ADN
L’extraction d’ADN a été effectuée a partir de 0.25g du sol rhizosphérique collecté a 1’aide
de Kit d'extraction Power Soil ADN (Mobio, Carlsbad, CA).

1.2. Analyse quantitative de ’ADN
L’ADN obtenu est quantifié par un spectrophotométre Nano-Drop (ND-1000 Technologies,
Wilmington, DE). Il permet d’évaluer 1’intégrité et la quantité d’acides nucleiques (en ug/ul)

dans un échantillon.

2 Ul est pipeté sur I'extrémité d'un cable a fibres optiques (la fibre de réception). Un deuxiéme
cable a fibres optiques (la fibre de la source) est ensuite mis en contact avec I'échantillon
liqguide amenant le liquide & combler I'écart entre les extrémités des fibres optiques. Une
lampe flash au xénon pulsé fournit la source lumineuse et un spectrometre utilisant une
matrice CCD linéaire est utilisée pour analyser la lumiére aprés avoir traversé I'échantillon.
L'instrument est contr6lé par un logiciel basé sur PC, et les données sont enregistrées dans un
fichier d'archive sur le PC.

1.3. Analyse qualitative de ’ADN
Un contrdle de la qualité de I’ADN est réalisé a 1’aide d’électrophoréese sur gel d’Agarose 1%.

C’est une méthode de séparation des macromolécules en fonction de leur taille et de leur

charge électrique.

La qualité de I’ADN extrait est contr6lée en déposant lul avec 1ul de la solution tampon dans
les puits d’un gel d’agarosel% .La migration se fait a 100 V pendant lheure. Le gel est
ensuite photographié sous UV.

1.4. Séquencage a haut débit
Le séquencage a été réalisée par les nouvelles technologies de séquencage (NTS) dites « a

haut débit » sur la plate forme llluminta Miseq . Les primers utilisés et le protocole de la PCR
a été décrit par Edwards et al. (2007). Les amplifications PCR ont été menées en utilisant
I'ensemble  d'amorces 520F (5-AGCAGCCGCGGTAAT-3 ) [ T799R2 (5-
CAGGGTATCTAATCCTGTT-3") qui amplifie la région V4 du gene de I'ARNr 16S. Des
amplicons avec des séquences adaptatrices de cellules d'écoulement Illumina attachées ont été
ajoutés dans la plate-forme Illumina MiSeq 2.0 a des concentrations équimolaires. Des
bangues d'echantillons ont été préparées selon le guide de préparation du kit de réactifs MiSeq
(IMumina, San Diego, CA, USA), et le protocole de sequencage de Caporaso et al. (2010b)


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5432656/#B29

1.5. Analyse bio-informatique et statistique
Les séquences obtenus ont été traité dans le laboratoire de la biologie moléculaire de

Wageningen-Pays-Bas avec différents logiciels, il s’agit d¢ MOTHUR v. 1.36.0 (Kozich et
al., 2013) pour I’identification des OTU’s (Unité Taxonomique Opérationnelle) et QIIME
(Quantitative Insights Into Microbial Ecology) 1.9.1 et GENEI pour la vérification.

Les lectures de séquences ont été analysées en utilisant Mothur v. 1.36.0 (Kozich et al., 2013)
et la procédure opératoire standard de MiSeq développée par le méme laboratoire. Ce
processus d'analyse implique la formation de contigs, I'élimination des séquences d'erreur et
I'élimination des chimeres. Les lectures de haute qualité ont été sous-échantillonnées a la plus
petite taille de I'échantillon et classées avec un classificateur implémenté dans MOTHUR
(classify.segs) en utilisant la taxonomie SILVA fournie par les auteurs. Les séquences des
chloroplastes et des organismes eucaryotes ont également été retirées avant la classification
taxonomique. Toutes les unités taxonomiques opérationnelles (OTU) ont été regroupées avec
un seuil de 0,03 (similarité de 97%). L'analyse des coordonnées principales (PCoA) ont été

effectuées a l'aide de R v.2.15.2 (R Foundation for Statistical Computing 2).

2. Etude de la microflore bactérienne cultivable rhizosphérique d’orge

2.1. Denombrement de la microflore bactérienne totale

A partir des stocks glycérols, nous avons prépare uns série de suspension dilutions. Nous nous
sommes arrétés a la dilution 102 Nous avons étalé 50ul de cette dilution des sols
rhizosphériques de 1’orge sur boites de Pétri contenant du TSA 1/10. Le dénombrement de la
microflore bactérienne totale a été réalisé 24-48H d’incubation a 25°C, en multipliant le
nombre des colonies comptées (x) par le facteur de dilution (1/d) et par I’inverse du volume

ensemencé (V), selon la loi de Kass :

N= x* 1/v*1/d

Le nombre total des bactéries (N) dans 1’échantillon de départ est exprimé par UFC/mL.

2.2. Isolement et purification de la microflore bactérienne
Les colonies obtenues repiquées jusqu’a 1’obtention des cultures pures. Apres purification un

code a été attribué pour chaque colonie.

2.3. Recherche de I'activité PGPR chez les souches isolées

Dans le but de déterminer la capacité de production des substances favorisant la croissance

des plantes par les souches isolées, plusieurs tests ont été réalisés:


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5432656/#B45
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5432656/#B45
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5432656/#B45

2.3.1. Fixation d'azote moléculaire

Cette activité a été testée sur milieu Jensen. Les souches ont été ensemences par stries sur la
surface gélosee ensuite les boites sont incubées pendant 24-48H & 25°C, ce milieu étant
exempte d'azote la croissance des colonies exprime que ces derniéres fixent l'azote

moléculaire N, (Vincent, 1970).

2.3.2. Solubilisation des phosphates

Les souches bactériennes ont été testées par le test décrit par Nautyal (1999), en utilisant le
milieu gélosé National Botanical Research Institute Phosphate (NBRIP). contenant le
phosohate tricalcique (Cas(P0,)2) comme seule source de phosphate ensemencé en spot a la
surface des boites de Petri. Apreés 14 jours d’incubation a 25°C, l'apparition d'un halo

transparent autour des isolats traduit un résultat positif.

2.3.3. Production d'acide cyanhydrique

La capacité des isolats a produire ’acide cyanhydrique a été vérifiée selon la méthode de
Bakker et Schippers (1987) dont le principe est: en présence d'une base (NaCo3) l'acide
picrique mis en présence d'HCN donne une coloration rouge sang intense due a la formation

de I’acide isopurpurique.

Chaque isolat a été inoculé par stries sur une boite de Pétri contenant le milieu composé de
TSA 1/10 additionné de 4,4 g de glycine par litre d’eau distillée. Un papier filtre d'environ 6
Cm de diametre est déposé dans le couvercle de chaque boite Pétri en position inverse. Ce
papier est par la suite imprégné d’une solution de couleur orangée contenant 0,5% d’acide
picrique et 20% de carbonate de sodium. Les boites de Pétri sont scellées avec du papier
parafilm et incubées a 25°C. Les boites sont vérifiées quotidiennement afin d’identifier les
boites Pétris dont le papier filtre a changé de couleur du jaune au rouge orangé indiquant la
synthese de I'HCN.

2.3.4.Production d'acide indole acétique

Sur des boites de Pétri contenant le milieu solide de Luria-Bertani (LB) et du LB enrichi avec
du tryptophane (LBT), les souches ont été inoculés par stries afin d’identifier leur capacité a
produire I’AIA. Les Pétris inoculés, ont été incubés a 25°C pendant 7 jours. Par la suite on
prépare une suspension bactérienne dans I'eau physiologique qui serra centrifugée a 5000rpm
pendant 10mn. 2 ml du surnageant est additionné par 2 ml de solution de Salkowski et

quelques gouttes d'acide orthophosphorique (10mM). Le mélange est incubé a température



ambiante pendant 2 h. Le développement de la couleur rose indiquait la production de I'AlA (
Bric et al., 1991).

2.3.5.Production de sidérophores

La synthése des sidérophores est testée sur milieu au Chrome Azurol Sulfate ou CAS gélosé
proposé par Shwyn et Neilands(1987), les isolats sont ensemencés en spots, les boites de Pétri

sont incubées a 25°C pendant 7 jours.

Un résultat positif se traduit par un changement de couleur du bleu a I’orange autour de la
colonie productrice de sidérophores. Le changement de couleur est d0 au transfert des ions

ferriques du CAS vers les sidérophores.

2.4 .Caractérisation

Sur la base de la capacité des isolats a produire des substances favorisant la croissance des
plantes, nous avons sélectionnées seulement les souches qui ont donné un résultat positif a
I’ensemble des 5 critéres fixés a savoir : La fixation d’azote, la solubilisation d phosphate, la
production d’auxine, la synthése de HCN et la production des sidérophores), seule ces isolats

ont été caractérisées sur le plan morphologique, physiologique et biochimiques.

2.4.1. Etude microscopique

L’observation microscopique consiste a observer les cellules bactériennes aprés une

coloration de Gram.
Examen apres coloration de Gram

La coloration de Gram est une double coloration qui nous permet de connaitre la forme,

I’arrangement, la pureté ainsi que la nature biochimique de la paroi des bactéries purifiées

2.4.2. Caractérisation physiologique

Pour une caractérisation physiologique de nos isolats, nous avons retenus un ensemble de
criteres, il s’agit de : La température, le pH, I’acidification/alcanisation du milieu, le stresse
salin (NaCl) et le stresse hydrique (PEG 6000). L’ensemble des tests a été réalisé sur des
boites de 96 puits sur le milieu TSB.

Pour la température nous avons retenues 4 température d’incubation (4°C, 25°C et 40°C et
60°C).
La variation du pH a été réalisé¢ a 1’aide de HCI 1% et du KOH1%, nous avons fixé trois

pH :4 7 et 10.



L’effet de la salinité a été réalisé par 1’ajout de NaCl pour avoir trois concentrations, il s’agit

de 250mM, 500mM , 1M.

Les concentrations de PEG ajouteés dans le TSA, afin de créer un déficit hydrique étaient de
10 g/, 20g/1 et 30g/I.

En ce qui concerne les modalités de préparation des milieux, la modification apportée consiste
en une stérilisation par microfiltration a 0,25um, en condition stérile, de la majorité des
substances, a 1I’exception du PEG 6000, ou I’autoclavage est obligatoire, a cause de la

consistance visqueuse de ce produit.

La croissance des souches qui se traduit presque toujours par une acidification ou une
alcalinisation du milieu est signalée par un virage du bleu de bromothymol vers le jaune ou
vers le bleu. Lorsque ce virage n’est pas obtenu, les puits sont observés minutieusement a

I’ceil nu, en vue de rechercher un trouble bactérien révélateur de croissance.

2.4.3.Caractérisation biochimique
> Activité gélatinase

La capacité des isolats a dégrader la gélatine est testée sur un milieu a base de gélatine
solidifiée dans des tubes en culot. Les souches étudiées sont ensemencées par piqure centrale
puis incubés a 25°C pendantl5 jours. Par la suite ces tubes sont placés au froid (+4°C)
pendant environ une heure. Le résultat est dit positif si le tube reste liquide méme apres

passage au froid. (Delarras, 2014).

> Activité amylase

L’activité amylase des isolats a été détectée sur milieu solide TSA 1/10 additionnée d'amidon
a 1% .L'ensemencement se fait par spot sur le milieu gélosé puis incubé a 25°C pendant 5
jours.la révélation se fait par l'inondation des boites par une solution iodée (Lugol).
L’hydrolyse de I’amidon se traduit par un halo clair autour de la colonie, contrairement aux
zones contenant de I’amidon qui se colorent en bleu (Delarras ,2014).Le diamétre du halo
d’hydrolyse est obtenu en soustrayant le diameétre de la colonie de celui diametre total pour

chaque isolat.



> Activité catalase

Ce test a pour but de mettre en évidence l'acquisition des bactéries de I'enzyme catalase qui
dégrade H,O, en H,0 et O..

L'examen s'effectue sur une lame propre et séche, on dépose une goutte d’eau oxygénée a 10
volumes, puis a 1’aide d’une pipette Pasteur boutonnée, ajouter 1’inoculum bactérien et

observer immédiatement. Un dégagement de bulles dair signifie la présence de I'enzyme.

> Résistance aux métaux lourds et antibiotiques
La résistance aux antibiotiques et métaux lourds a été réalisé avec trois antibiotique
(Ampicilline , Amoxicilline , Lexine) et trois métaux lourd (CaCos, Cu, Zn,) en raison de
deux concentrations 100 mg/ml et 200 mg/ml. Les solutions préparé a base des antibiotiques
et/ou métaux lours ont été préparé avec de 1’eau distillée et stérilisé par filtration (25um) puis
additionnés au milieu TSB préealablement préparé et autoclavé, la croissance des souches a été

noté par un virage de couleur de bleu de bromothymol.

3. Effet de I'inoculation des bactéries P.G.P.R. sur la morphologie et le développement
des plantes

3.1. Mise en place de I’expérimentation
Afin de pouvoir déterminer I’effet PGPR des bactéries que nous avons isolées, sur les

plantules de la luzerne (Medicago sativa L.), nous avons suivre les étapes suivantes :

e Stérilisation des graines

Les graines sont stérilises par trempages successifs dans de 1’Alcool éthylique a 95 %
pendant une minute, suivi d’un ringage a ’eau distillée stérile, puis les graines ont été
trempées dans I’hypochlorite de sodium a 30 % pendant trois minutes. A la fin, les graines
ont été rincées quartes a cinq fois avec de I’eau distillée stérile puis déposées dans une boite
de Pétri stérile. Une fois stérilisées, les graines sont déposées a l'aide d'une pince stérile dans

des tubes Corning contenant 30 ml de milieu minéral gélose.

e Préparation d’inoculum

Les inocula bactériens ont été produits par I'ensemencement des tubes Corning contenu 30 ml

du milieu liquide TSB avec les souches sélectionnées puis déposées sur un agitateur rotatif a

0
100 rpm a 30 C pendant 72 heures. Les cellules bactériennes ont été ensuite concentrées par



centrifugation a 6000 rpm pendant 5 minutes, le surnagent est éliminé et remplacé par 15 ml

d'eau physiologique stérile, ce dernier est homogénéisé a I'aide d'un vortex.

e Inoculation des graines

Les graines sont inoculées par la suspension bactérienne préparée précédemment d’une fagon
a mettre 2 ml pour chaque graine. Chaque test a connu trois répétitions. Des graines non

inoculée ont été utilisées comme témoin.

La totalité des tubes sont placés dans endroit obscur a température ambiante pendant 5 jours
pour la germination, puis transféré a un endroit lumineux .L’expérience est maintenue pendant

1 mois.

e Application de stress

Deux stress abiotique ont été appliqué, un stress saline a I’aide de NaCl, trois niveaux ont été
appliqué, il s’agit de 75mM, 150mM et 300mM, et un stress hydrique, avec le PEG 6000, 3
niveaux de stress ont été appliqué, il s’agit de 10 g/1, 20g/1 et 30g/1.

3.2. Mesure de I'effet de I'inoculation sur la croissance des plantes

» Parameétres biométriques

Aprés 21 jours de croissance, les plantes sont récoltées. La taille et le poids frais sont les deux

parametres qui ont été pris en considération.
> Dosage des pigments chlorophylliens

Pour chaque plantes 20mg de matiere végétale fraiche est broyé dans un mortier en présence
de 2 ml d’acétone 80% a froid. Une centrifugation est réalisée pendant 2 mn a 2000rpm apres
récupération du surnageant le dosage est réalis¢ a I’aide d’un spectrophotomeétre qu’on
¢talonne avec de 1’acétone 80% a différentes longueurs d’ondes: 645 nm et 663 nm
correspondant respectivement aux pics d’absorption des chlorophylle b, chlorophylle a.

Les teneurs sont déduites par les formules de Lichtenthaler et Wellburn (1987)

Chla (pg/ml) = (12.7*D.0653)-(2.7*D.0645).
Chl b (ng/ml) = (22.9*D.0¢45)-(4.7*D.O¢s3).

Chl total (ug/ml) = Chl a+ Chl b= 20.2*D.0g45+8.02*D.O¢s3




» Dosage des prolines

La teneur en protéines est déterminé selon la méthode développée par Bradford et al (1976)
qui implique l'adsorption du bleu de Coomassie Brilliant G-250 sur la protéine, cette
complication entraine un décalage du pic d'absorption du colorant de 465 a 595 nm qui passe
du rouge au bleu dont I'intensité est proportionnelle a la concentration des protéines présente

dans I'échantillon .

50 mg de matiere végétale fraiche est broyé dans 2 ml de solution tampon de borate se
sodium (0.1N;pH 8.8).Le broyat ainsi obtenue est centrifugé a 10°C pendant 15 mn & 12000
rom ,a 100 pl du surnageant sont rajoutés 3 ml de réactif de Biorad, I'ensemble est
homogéneisé puis incubés pendant quelques minutes .

L'absorbance est déterminé a une longueur d'onde de 595 nm en présence d'une gamme étalon

du sérum albumine bovine (BSA) préparé a partir d'une solution mére de 1mg/ml (Figure 10).

Y=0.035x alors D.0=0.035C C=D.0/0.035
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Figure 10 : Courbe d’étalonnage des prolines (BSA en pg/ml)



I .Analyse métagenomique de la microflore bactérienne rhizosphérique
Le désert représente 30% de la surface de la terre. Les conditions de vie dans ces

environnements sont un réel défi pour les micro-organismes a cause de nombreux facteurs
limitant (peu d'eau et/ou de carbone disponible, une variation importante de température et

une forte exposition aux irradiations UV).

Les résultats de 1’analyse métagénétique de la région V4 de I’ARN 16S sur la plate forme
Miseg-lllumina ont révélé une grande diversité bactérienne représentée par 343169 reads
(équivalent de séquences) obtenus par reconstruction phylogénétique et en utilisant les bases
de données taxonomiques RDP (Ribosomal Database Project Il), Greengenes et Silva. Les
reads ont été raprti sur 5645 OTUs (Unité Taxonomique Opérationnelle) différentes c'est-a-
dire de clusters distincts définis par le regroupement des séquences des reads au seuil de
similitude de 97%. Le nombre de reads enregistrés peut étre comparé a ceux obtenus pour
d’autres sols rhizosphérique au sein de la méme expérience ou avec ceux rapportés dans la
littérature avec des conditions opératoires similaires (Suleiman et al., 2013 ; Carbonetto et
al.,2007).

Les OTUs que nous avons sont répartis entre les deux domaines; les Archaea et les
Eubactéries. Cependant le nombre de reads indique que les bactéries sont largement
prédominantes puisqu’elles représentent au moins 94.6% du nombre de reads obtenus. Ce
résultat indique que les milieux analysés offrent des conditions pas trop sévéeres que profite

aux Eubactéries.

Les résultats taxonomiques indiquent également que les Archaea sont représentés par 3
phylums (Euryarchaeota, Thaumarchaeota, Woesearchaeota) tandis que les Eubactéries par 38

phylums.

Les 3 phylums des Archaébactéries sont représentés par 11 genres avec une tres large
prédominance des Thaumarchaeota (0,71% sur les 0,74% de reads des Archaébactéries) et du

genre Nitrosopumilus (0,66% sur les 0,71% de reads des Thaumarchaeota).

Les phylums des Eubactéries les plus abondants sont les Proteobacteria, Bacteroidetes,
Acidobacteria, Actinobacteria, Planctomycetes, Verrucomicrobia, Chloroflexietles, et les
Firmicutes. Ils représentent a eux seules 96,23% du total des reads, ces résultats sont proches
a ce qui a été rapportes par Pointant et al (2008) concernant 1’étude du microbiome du désert
du Namib ou, la majorité des séquences d'ADNr 16S affiche plus de 94% d'homologie avec

les Bacteroidetes, Planctomycétes, Chloroflexi, Firmicutes , et Betaproteobacteria.



En 9éme position par ordre de nombre de reads, un phyllum qui est inconnu mais relativement

bien représenté avec 0,98% du total des reads.(Figure 11).
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Figure 11: Classement des phylums abondants des Eubactéries dans les échantillons étudiés.

Nous avons remarqué une abondance des Proteobactéries avec 47,18% du total des reads. Ces
bactéries Gram négatifs, sont distribuées a I'échelle mondiale et ont été considérés comme des
membres importants de communautés bactériennes du sol du désert pauvre en éléments
nutritifs (Lester et al., 2007).

Dans ce phylum Proteobacteria, les membres du Gammaproteobacteria (23,82%) représentent
le groupe les plus abondants suivis par les membres du Alphaproteobacteria (19,24%) et
Betaproteobacteria (5,53%).(Figure 12).
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Figurel?2 : Pourcentage des classes des Protéobacteéries.
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Le phylum qui occupe la troisiéme place avec 9922,33 reads, est le phylum Acidobacteria qui

inclut 5 genres avec une predominance du genre Blastocatella représenté par 7404 reads.

Le premier genre de ce phylum a été découvert en 1991. Comme ils ont récemment été
découverts, la grande majorité des espéces n'a pas €té cultivé, I'écologie et le métabolisme de
ces bactéries ne sont pas bien compris. Cependant, ces bactéries peuvent étre un facteur

important pour les écosystémes, car ils sont particulierement abondants dans les sols.

Tableau 1: Nombre de reads qui représente les genres dominants dans le phylum

Acidobacteria

Blastocatella 7404,00
Bryobacter 1111,67
Solibacter 140,33
Koribacter [Candidatus] 14,67
Holophaga 1251,67
Total 9922,33
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Il .Analyse de la composition de la microflore bactérienne cultivable rhizosphérique de
I’orge
Aprés une incubation de 48h a 28°C de nos boites, nous avons dénombrés 36500 UFC obtenu

a partir du sol rhizosphérique de 1’orge. Les bactéries constituent 1’essentiel de la microflore
du sol et sont extrémement nombreuses, on estime par exemple que 1g de sol contient entre
10° & 10° Bactéries (Soltner, 2003 in Karabi ,2010).

Selon Dommergues et Mangenot (1970), la densité bactérienne dans les sols soumis a des
conditions écologiques dures (régions arides et régions polaires), sont faibles mais elles sont
rarement au-dessous de 10* - 10° germes /g de sol sec dans les horizons superficiels, cela est
confirmé par nos résultats.

Dans la rhizosphere, les bactéries sont les organismes les plus nombreux (leur densité est de
I'ordre de 10° par gramme de sol et les plus variés. Elles sont plus fortement stimulées par
I'effet rhizospherique que les actinomyceétes, les champignons, les algues et les protozoaires

(Dommerrgues et Mangenot 1970).

Graysron et al. 1998 ont remarqués que la microflore rhizospherique differe d'une espéce
végétale a une autre et aussi a l'intérieur d'une méme espece. D'apres les travaux de ce méme
auteur, la diversité des microorganismes rhizosphérique de différentes especes végétales peut

étre due a la variation des sources de carbone exsudé par ces plantes.

1. Caractérisation fonctionnelle des bactéries rhizosphérique

1.1. Fixation d’azote
L’azote est considéré comme un ¢lément nutritif clé dans la production de cultures agricoles et
I’un des principaux constituants des protéines , des acides nucléiques et des autres composants
cellulaires essentiels (Martinez-Vivero et al ., 2010). La fixation d’azote moléculaire est
considérée comme 1’un des principaux mécanismes par lequel la plante bénéficie de I’association
microbienne, et elle constitue une source majeure de 1’azote pour les plantes dans le cadre d’une

pratique agricole respectueuse de 1’envrironnement (Cakmakci et al ., 2006 ).

La croissance des colonies sur le milieu Jensen, étant exempte d’azote, exprime leur capacité a
fixer I'azote moléculaire (N2). Sur I’ensemble des 73 isolats bactériens, 73 ont été capable de

fixer I’azote atmosphérique (Figure 13).

La forte capacité de fixation d’azote des bactéries rhizosphérique de 1’orge a été signalé par
Chaves et al (2002), ils ont montré que 98 % des Rhizobacéries d’orge sont capable d’assimilés
I’azote. Aussi, dans les conditions de sécheresse dans la région d’Oum El Bouaghi (Algérie),
Chenafi et al.,( 2006) notent que les bactéries isolées a partir des environnement arides ou salins

sont capables de survivre et fixer I’azote a des concentration salines inhibitrices par rapport a



celles isolées d’habitas non salins (Hayat et al., 2013). On peut noter aussi, que les rhizobactéries
d’autres céréales comme le blé, sont capables de fixé 1’azote atmosphérique selon les travaux de

Oulbachir (1997) réaliser dans la région de Tiaret.

En effet, la température optimale de la fixation d’azote d’une espece bactérienne est
généralement corrélée avec la température de I’habitat normal de cette espece. Les températures
critiques de la fixation d’azote sont de 30°C pour la tréfle et le pois (Michiels et al., 1994), de
30°C a 33°C pour le Haricot (Piha et Munns, 1987) et varient entre 35°C et 40°C pour les graines
d’arachides et de soja (Michiels et al., 1994).
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Figure 13 : Capacite de fixation d’azote par les isolats rhizosphérique isolée
1.2. Solubilisation des phosphates

Le phosphore, avec 1’azote et le potassium, fait partie des trois éléments nutritifs majeurs pour la
croissance des végétaux. Il est impliqué dans les premiers stades de développement de la
plante, joue un réle primordial dans la croissance racinaire, dans la rigidité des tissus, ou encore
dans la formation des inflorescences et des fruits. Il est aussi essentiel dans la synthése de la
matiere vivante végétale qui permet aux plantes de se nourrir.

Malgre sa teneur relativement importante dans le sol, tout le phosphore n’est pas présent sous
une forme assimilable pour les plantes. En effet, les plantes sont uniquement capables d’assimiler

le phosphore sous ses formes H,PO, et HPO,* (ions phosphates) (Nautiyal, 1999).

La solubilisation des phosphates est traduite par la formation d’un halo autour des colonies qui ont pu
étre développé sur le milieu NBRIP, la capacité a solubiliser le phosphate inorganique varie d'une

souche a une autre, nous avons trouvé que sur I’ensemble des 73 isolats rhizosphérique testés, 73
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isolats, soit un pourcentage de 100% des bacteéries isolees, ont été capables de solubiliser le phosphate
inorganique sur le milieu NBRIP (figure 14).

Le calcul du diamétre de I'halo de solubilisation nous a permis de réaliser une estimation quantitative
de la capacité solubilisatrice de chaque isolat bactérien Goldstein (2000).

Les resultats obtenus au cours de ce test concordent avec plusieurs travaux qui ont démontré la
capacité des bactéries rhizosphériques de solubiliser les phosphates (Rodriguez et Fraga, 1999; Verma
et al., 2001).

Goldstein (2000) a démontré que la capacité de la solubilisation de phosphate et classé en 3
catégories , la premiére categorie décrite comme faible ( diamétre 0.5-2 mm) , la deuxiéme comme
modérée ( 3-10mm) et la toisiéme comme forte ( 11-21mm), parmi nos isolats solubilisatrices de
phosphates 8% ont une faible solubilisation, 78% se sont révélé moyennement solubilisatrices et
14% ayant une forte solubilisation de phosphate (Figure 15-A), (Figure 15-B).

Des résulats similaires ont été répportés par Goldstein (2000), en confirmant que les rhizobactéries de
I’orge sont tres efficaces dans la solubilisation des formes complexes de phosphate insolubles a des
formes accessibles aux plantes. Cependant, quelques auteurs (EL-Azeem et al.,2007 et Baig et al.,
2010) ont rapportés que les rhizobactéries de blé sont capable de solubilisées le phosphate avec des
quantités différentes.

Quleques études ont également montré que les souches bactériennes isolées du sol alcalin peunvent
solubiliser les phosphates a des concentrations élevées de sel et des pH et des températures élvées
(Nautiyal,1999 ; Rodriguez et Fraga,1999).

Tableau Il : Diamétre du halo de solubilisation du phosphate par les isolats rhizosphérique
testés
Diamétre en Nombre de Pourcentage %
(mm) souches
[1-5] 32 44
[6-10] 31 42
[11-16] 10 14
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Figure 14: la Solubilisation du phosphate des souches isolées exprimée par I’apparition

d’une zone claire autour des colonies sur un milieu solide NBRIP (National Bota-nique

Research Institute phosphate).
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Figure 15 -A : diametre du halo de solubilisation du phosphate par les souches
rizoshpérique isolées



Figure 15-B: La variation du diamétre de I’ halo sur le milieu NBRIP.

1.3. Production de sidérophores

Le fer est un élément essentiel pour les organismes vivants, il rentre dans les processus tels que la
respiration et la synthése de I’ADN. Il est abondant dans le sol et se présente sous forme d’oxydes de
fer (Fe **) insoluble (Compant et al., 2005), ce qu’il le rend souvent un facteur limitant pour la
croissance a la fois des bactéries et des palntes .

Pour pallier a cette limitation, la plupart des microorganismes ont développé un mécanisme hautement
spécifique afin de I’assimiler via la production de sidérophores qui dépend des caracteristiques du sol,
de la concentration en oligo—éléments, notamment en fer, du pH du sol et de la disponibilité du
carbone et de I'azote. . En plus de ces facteurs, certains métaux lourds, tels que le zinc et le cadmium
semblent stimuler leur production. (Ramette et al., 2003).

Les sidérophores procurent une protection aux plantes contre plusieurs maladies fongiques ou
bactériennes (Siddiqui et al., 2003), et cela est possible grace a des composés qui inhibent la
croissance des champignons phytopathogeénes.

La capacité des isolats bactériens a produire les sédiropohre a été testés sur milieu CAS par le virage
de la couleur du milieu du bleu vers 1’orange avec I’apparition d’un halo autour des colonies
bactériennes. Parmi les 73 souches isolées, 58 isolats, c'est-a-dire 79 % de la totalité des bactéries
testées (Figure 16) ont montré un résultat positif.

Nos résultats sont en accord avec les travaux de Garcia-Gutiérrez et al., (2012) qui ont rapporté

que toutes les rhizobactéries d’orge sont capable de produire ces composés.
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Des travaux qui ont eté réalisé sur les isolats rhizosphérique du blé, ont montré une forte capacité

de production des sidérophores (Bevivino et al., 1998 ; Luvizotto et al., 2010).
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Figure 16 : La production de sidérophores chez les isolats rhizsphérique testés.

1.4. Production d'acide cyanhydrique:
Le cyanure ou I’acide cyanhydrique (HCN) est un redoutable produit chimique par ses propriétes

toxiques. Il est synthétisé, excrété et métabolisé par des centaines d’organismes, y compris les
bactéries, les algues, les champignons, les plantes et les insectes. Chez les bactéries d’intérét agricole,
il joue un réle important comme agent biologique contre les pathogenes (Saharan et Nehra, 2011).

La production de I’HCN a été révélé par la formation de couleur rouge sur papier filtre imprégné
d’acide picrique. La production du HCN était exprimée chez 100 % des isolats testés (Figure 17). Nos
résultats rejoigne d’autre travaux, on peut citer les travaux de Kumar et al., 2014.

Des travaux antérieurs ont montré qu’envrion 80 % des rhizobatéries isolés a partir de pomme de terre
et de blé étaient capable de produire de ’HCN (Bakker et Schippers.,1987) et selon Banerjee et al. ,
(2010) , Abbasi et al.,(2011) et Rana et al., (2011) les rhizobactéries de blé isolée du sol salin ont une

meilleure capacité de produire ’HCN.
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Figure 17 : la production d’HCN par les isolats rhizosphérique testés.

1.5. Production d'acide indole acétique:

Généralement, la majorité ( >80 % ) des bactéries du sol sont capables de secréter les auxines
surtout 1’acide indole acétique (AIA), I’acide indole butyrique ou d’autre composés similaires
via le métabolisme du tryptophane (Ramos-Solano et al., 2010). L’ AIA est une phytohormone
connue pour étre impliquée dans I'élongation de la racine, la division cellulaire et

I'élargissement de la cellule (Salisbury, 1994).

Nos résultats indiquent (figure 18) que toutes les souches isolées a partir du sol
rhizosphérique d’orge sont capables de produire I’AIA sur le milieu LBT ; aussi nous avons
trouvé que 100 % des souches sont capable de produire I’AIA méme en absence du précurseur

(Tryptophane)

Ces résulats sont en accord avec les travaux de Chaihran et Lumyong (2011), qui ont constaté
qu’environ 80 % des bactéries de la rhizosphére d’orge (Sahara Algérien) peuvent sécréter de
I’AIA et les travaux de Chaihran et Lumyong (2011), qui ont constaté qu’environ 80% des
bactéries de la rhizosphére de blé peunvent sécrété I’AIA. .Aussi d’autres chercheures, en
I’occurren El-Taralilya et Sivasithamparamb (2006) et Tsavkelova et al. , (2006) ont trouvé
que les microorganismes du sol de la région Djelfa ont la capacité de produire de I’AIA et de

favoriser la croissance des plantes.
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Figure 18 : la production d’AIA chez les isolats rhizosphérique testés.

2. Caractérisation phénotypique
La caractérisation phénotypique a été réalisé sur 58 souches rhizosphérique d’orge sur

I’ensemble des 73 isolés ; les souches retenue sont ceux qui ont montré un résultat positif pour
I’ensemble des tests utilisés a savoir la fixation d’azote moléculaire, la solubilisatuion de

phosphate, la production des métabolites secondaire (AIA, HCN et sidérophores).

2.1 Etude microscopique
La coloration de Gram est la premiére étape utilisée dans la classification des bactéries, cette étape

d’examen directe est essentiel pour apprécier la morphologie des germes et permet de les classer
en deux grandes catégories (Gram + et Gram -)(Figure 19-A).

Des observations microscopiques réalisées sur des cellules fixées colorées par la technique de
coloration de Gram, nous avons constaté que parmi les 58 isolats 44 isolats, un pourcentage de
75%, sont des bactéries Gram positif, tandis que les 25% restant sont des bactéries a Gram négatif.
Concernant les deux groupe, nou avons trouvés une dominance de la forme cocci (55 % chez les
Gram + et 18 % chez les Gram -), tandis que la forme bacille a été représenté par 20 % chez les
Gram + et 7 % chez les Gram - (Figure 19-B).

Des résultats similaires ont été trouvé chez I’orge avec une prédominance de bactéries a Gram
positif avec 78.45% du nombre total des rhizobactéries d’orge (Guibreti¢re et al., 2008) et
chez le blé¢, selon les études d’Amir et al.,(2005) montrent que la plupart des rhizobactéries

ont caractérisés a gram positif.
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Figure 19-A : Observation microscopique des colonies Gram + (A) et Gram — (B) (G*100).
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Figure 19- A : La diversité de Gram (Gram+ ou Gram-) et forme (Cocci ou Bacille) des
isolats rhizsphérique testés.

2.2. Caractérisation physiologique

e Tolérance a la température

Nous avons étudié ’effet de la variation de la température chez les isolats testés, nous avons

pour cela fixé 4 Températures : 4°C-28°C- 40°C- et 60°C.

Les 58 souches étudiées (100%) sont capable de croitre a une température de 28°C, donc la
microflore de notre sol est de nature mésohpile.



Nos souches se sont montré capables de croitre a 40 °C et a 60°C soit un pourcentage de 100
%, ce resultats nous a permis de dire que la microflore de notre sol est de nature thermophiles.
Aussi la prolifération de 96% des souches testés et a une température de 4°C indique que se

sont des psychrophiles (Figure 20).

Il en résulte de ce test que la majorité des souches présentent une bonne thermotolérance tant aux
basses qu’aux hautes températures. Les thermophiles présentent une variété d'adaptations
cellulaires. En effet, leurs lipides membranaires contiennent des acides gras satures et linéaires ce
qui n’est pas le cas pour les mésophiles. Cela permet aux thermophiles de croitre a des
températures plus élevées en fournissant le bon degré de fluidité nécessaire pour le fonctionnement
des membranes (Ulrih et al ., 2009).Dans plusieurs organismes, la thermotolérance est corrélee
avec la production des protéines hsp (heatshockproteins) (Michiels et al.,1994), des protéines de
poids moléculaire entre 38 et 68 KDa jouent un réle important dans la protection des organismes
contre le stress thermique (Abou-Shanab,2007).
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Figure 20 : Tolérance des isolats rhizsphérique testés a différentes températures.

e Tolérance au pH

Nous avons étudié 1’effet de la variation de pH chez nos isolats, les 58 isolats étudiées montrent
une prolifération de 100 % a pH 7, elles sont de cet effet considéré comme étant neutrophiles. 93 %

des isolats sont capable de pousser a pH 10.



A pH 4 nous avons trouvées 75 % des isolats sont capable de se déevelopper (Figure 21).

Les résultats obtenus indiquent que les isolats testés sont des alcalophiles ce qui est justifie par les
caractéristiques physique du sol d’El Goléa qui posséde un pH Iégerement alcalin (8.7)
(Boulahouache Et Gasmi, 2016). D’un autre coté, les travaux d’El Boutahiri et al., (2010) ont
confirmé, en outre, que les rhizobactéries de la luzerne sont un peu sensibles aux pH acides (pH 4)
et la plupart des souches tolerent une acidité de pH=5,5 a 6,0 et que leur croissance a augmenté en
milieu alcalin. Ces résultats coincident avec ceux de Satyanarayana et Johri (2005) et Blaainkov et
al. (2010).

L’alcalinité est moins néfaste sur la survie des rhizobactéries. Jordan (1984) a montré que la
majorité des bactéries peuvent tolérer des pH allant jusqu’a 9. Le méme résultat a été retrouvé
chez des souches nodulant les acacia (Zerhari et al., 2000) et le pois chiche (Maatallah et al.,
2002). Cependant, I’effet négatif que représente le pH alcalin du sol est I’indisponibilité des
minéraux indispensables autant pour les bactéries que pour la plante héte tel que le fer et le

manganese (Bordeleau and Prévost, 1994).

100% -
90% -
80% -

30% -
20% -
10% -
0% ; . . .
PH=4 PH=07 PH=10
Les souches isolées

8 70%

T ) ® PH=4
2 60% -

o 50% - mPH=7
o

@ 40% -

© PH=10
x

>

[35]

|_

Figure 21 : Tolérance des isolats rizosphérique testés a différentes valeurs de pH.

e Tolérance au stresse salin

Afin de pouvoir tester la tolérance de nos souches aux sels, nous avons ajouté le NaCl a différentes
concentration au milieu de culture. Apres une incubation a 25°C pendant 24-48h, la totalité des
souches montre une prolifération quel que soit la concentration du sel appliqué (Figure 22).

Les résultats que nous avons obtenus sont similaires avec les travaux de Silini-Cherif et al., (2002)

qui ont démontré que la croissance de la rhizobactérie isolée du sol salin augmente a des
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concentration de NaCl comprise entre 100 et 500 mM , ces travaux attestent que ces bactéries
semblent avoir une forte tolérance au sel.

Plusieurs travaux ont signalé que les bactéries isolées des environnement arides ou salins sont
capable de survivre a des concentrations salines inhibitrices par rapport a celle isolées d’habitats non
salins (Hayat et al. , 2013).Selon Kushner (1978), beaucoup d’organismes marins sont des halophiles
legers (avec 3%, p/v de NaCl en eau de mer). Les halophiles moderés se développent de facon
optimale a 0,5-2,5M de NaCl et les halophiles extrémes a 4,2M de NaCl. Ce qui nous a permis de
considérer nos souches comme des halophiles modéres.

L’adaptation des bactéries a des fortes concentrations en sel est due a leur faculté de synthése et
d’accumulation intracellulaire des solutés compatibles qui ont un rdéle d’osmorégulateurs et
protecteurs contre les effets néfastes de la salinité et elle est aussi en relation avec leur capacité a
produire des exopolysacharides qui forme une couche protectrice contre la dessiccation et le stress

salin.

100% -

90% -

80% -
<5} 70% -
e
S 60% -
[72)
'S 50% - m Nacl 250
S
g 40% - m Nacl 500
o
S 30% - Nacl 1M
T
= 20% -

10% -

0% T T T 1
Nacl 250 Nacl 500 Nacl 1M
Les souches isolées

Figure 22 : Tolérance des isolats testés a différentes concentrations de Na CI.

e Tolérance au stress hydrique

En réponse au déficit hydrique, les plantes augmentent la synthése d’osmo protecteurs,
permettant d’ajuster le potentiel hydrique dans les cellules et de détoxifier les cellules (Farooq
et al., 2009). 1l a été montré que certaines rhizobactéries peuvent intervenir dans ces réponses

en synergie avec les réponses intrinseques des plantes.



L’inoculation chez 1’orge par des rhizobactéries, surproductrice de glycine-bétaine, entrainent
une amélioration de la résistance des plantes par une augmentation de la matiere séche foliaire
et racinaire allant jusqu’a 80% (Yuwono et al., 2005).

Nous avons étudiés la croissance des isolats sous conditions de déficit hydrique, ce dernier a
été créé en utilisant le polyéthyléne glycol (PEG 6000) a différentes concentrations (10, 20 et
30g/l). Apres une incubation a 25°C pendant 24-48h, la totalité des souches (Figure 23) ont
donné un résultat positif avec les différentes concentrations de PEG.

Selon les études de Yurekli et al., (2003) sur la tolérance des rhizobactéries des céréales dans
les zone arides ont montrés que ces bactéries ont une forte tolérance au différentes

concntrations de PEG, cette tolérance aide la plante a résister a ce type de stress.
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Figure 23: Croissance des isolats testés au TSA1/10 additionné de PEG 6000.

e La résistance aux antibiotiques

Pour les trois antibiotiques utilisés (Ampicilline , Amoxicilline , Lexine ), presque la tolalité
des isolats testés présente une forte résistance , nous avons trouvés 100 % des isolats sont
capable de se croitre au présence d’Ampicilline et Amoxicilline a une concentration de
100mg/ml et 97 % des isolats sont résistantes au Lexine a une méme concentration , a une
concentration de 200mg/ ml la résistance des souches vis-a-vis les antibiotiques s’est diminué
un peu mais reste que plupart des souches étudiées se sont montrées résistantes a
I’ Ampicilline (88%), Amoxcilline (91%) et Lexine ( 78% ) (Figure 24 ).

Nos résultats coincides avec les travaux de Velazquez et Rodriguez-Barrueco (2007), ils ont
trouvé que les rhizobactéries des céréales des régions arides et sem-arides résistent a

I’ Ampicilline, et aussi les résulats obtenus par Sabzevar et Moghaddam (2012) qui ont montré
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que certaines de leurs souches rhizosphéroque de blé (Région de Djelfa) étaient sensibles a

Lexine.

La forte resistance de nos souches aux antibiotiques peut étre expliquée par la présence de la
matiére organique issu de fécaux des animaux dans le substrat de la culture, ce qui nous

conduit a supposer que cette résistance est acquise et non pas naturelle.
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Figure 24 :la résistance des isolats rizosphérique testésaux différentes
concentrations des antibiotiques

° La résistance aux métaux lourds

La résistance aux métaux lourds par nos isolats a été testée avec 3 métaux qui sont le Cuivre,

le Zinc les carbonate de calcium a deux concentrations.

Les résultats (Figure 25) ont montré que 100% de nos isolats ont pu développer en présence

des 3 métaux a une concentration de 100mg/ml , et la plupart des souches sont montré
résistantes a une concentration de 200mg/ml de ces métaux lourds ,ce qui implique une
résistance de nos isolats aux métaux lourds testés.

Ces résultats sont confirmés par les travaux de Kermanshahi et al. (2007) et qui ont révélé la
tolérance de rhizobactéries aux métaux lourds (Zn2+, Cu2+, CaCo3).

Des travaux réalisés par Allen et al (1977) et Calomiris et al (1984) sur des souches bactériennes a
Gram négatif et a Gram positif, ont montré 1’association entre la résistance aux métaux (Hg2+,
Cd2+, Zn2+, Cu2+, Pb2+, Sn2+ Al3+) et la résistance aux antibiotiques en utilisant la technique
des répliques. lls ont observé que la multi-tolérance au Cu2+, au Pb2+, et au Zn2+ est associée de

maniere significative aux germes multi-résistants aux antibiotiques mais pas aux germes sensibles.



Les mécanismes de résistance des bactéries aux métaux lourds sont trés complexes. lls consistent
soit a la synthese de protéines ou de polymeres extracellulaires qui adhérent au metal, soit par
compartimentation a I’intérieur des cellules et soit par le moyen le plus commun, la diminution de
I’assimilation et 1’activation de 1’exportation (Ross, 1993 ; Tomsett, 1993). Comme chez toutes les
bactéries, les génes de résistance aux métaux lourds chez les rhizbactéries sont localisés au niveau
des plasmides (Silver, 1992).
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Figure 25: la résistance des isolats rhizosphérique a différentes concentrations des
métaux lourds.
. Les tets enzymatiques

. Catalase

Concernant les tests des enzymes résperatoir, nous avons trouvés que la totalité de nos
souches sont révélé catalase positive et seulement 6 souches qui ont une catalase négative
(Figure 26), donc la majorité de nos souches se sont des aéro-anérobies ou des aérobies
stricts.

e Amylase

L'amidon est un polymére de glucose qui constitue le glucide principal des graines, son
hydrolyse est catalysée par I'amylase qui fournit le glucose, le maltose et les dextrines. Cette
enzyme joue un réle tres important dans la germination pour la mobilisation des réserves et le

développement de I'embryon (Singh, 1973).

Nos résultats sur la capacité des nos isolats a dégrader I’amidon ont montré que la totalité de

nos souches ont une amylase positif (Figure 26).

La synthése des enzymes amylasiques par les bactéries du sol permet une dégradation de la

matiére organique dans la nature en fournissant des éléments minéraux que les plantes exigent



pour leur croissance. Shonkor et al. (2011) ont montré que les rhizobactérie sont capables de
produire des métabolites ayant un effet benéfique sur la santé des plantes, les métabolites a
activité antibiotiques (contre les phytopathogenes) et les enzymes extracellulaires (amylases,

chitinases ...etc.).
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Figure 26 : Test des enzymes respiratoires des isolats rhizosphérique testés.

3. Effet de I'inoculation des bactéries P.G.P.R. sur la morphologie et le développement
des plantes de la luzerne
L’¢étude de I’'inoculation des bactéries a effet P.G.P.R sur la morphologie et le développement

de la luzerne (Medicago sativa L.) a été testée avec les 58 isolats retenus pour la
caractérisation phénotypique.

3.1. Germination et croissance
La germination des graines est définie par I’apparition de la radicule. Apreés une période de 4

jours d’incubation a 1’obscurité nous avons constaté un effet positif de 1’inoculum sur la
germination de nos graines. La présence de stress que soit hydrique provoqué par le PEG6000
ou salin du a la présence des NaCl n’a pas montré d’effets a faibles concentrations, c’est a des
concentrations de 30 g/l de PEG6000 et 250mM de NaCl que nous avons constaté un
ralentissement dans la capacité germinatif de nos graines.

La différences dans la réponse des graines au stress salin ou/et hydrique suggérent que le
ralentissement de la germination des graines proviendrait de 1’effet osmotique, le NaCl a forte
concentration ne permettant pas I’entrée de 1’eau dans la graine (Katemb et al. ,1998-Ungar
IA ,1978), aussi sous les contraintes salines ou déficitaire, les réactions des graines ne
dépendent pas seulement de I’effet du contrainte, I’intervention hormonale dans cette

inhibition se conjuguant (Ackerson RC,1984-Debez A et al.,2001). Parmi les hormones de



croissance, on peut citer 1’acide gibbérellique et I’acide abcissique (ABA), qui jouent un role
important dans la germination, cet ABA agit en limitant 1’absorption d’eau (Schopper P et
al.,1979) et en inhibant la synthése d’enzymes spécifiques de la germination (Black M,1983).
A tous cela, on peut aussi ajouté I’incapacité des embryons a déclencher les fonctions
métaboliques en présence de hautes concentrations en NaCl et PEG pour utiliser les produits
de dégradations venant des réserves de 1’albumen, ces métabolites en priorité des composés
glucidiques et azotés, fonctionnerait comme des régulateurs osmotiques potentiels lors d’un
stresse salin. (Bourdu R, 1983-Moreau RA et al., 1977-Kayani SA et al.,1990).

3.2. Parametres biométriques
L’analyse des paramétres biométriques (la longuer-poids) a été réalisé aprés 28 Jours de

croissance, les plantules de la luzerne ont été récupérées soigneusement a 1’aide d’une pince
puis déposés sur un papier pour faire 1’objet de 1’analyse de la longueur de la partie aérienne

et la partie racinaire et leur biomasse fraiche.

v' Longueur

La longueur de la partie racinaire et aérienne a été mesurée en absence et en présence
d’inoculation. Les résultats obtenus (Tableau 03) montrent que les plantes de la luzerne
inoculée par les souches testées en absence ou en présence de faible et moyen niveau de stress
ont une longueur supérieure par rapport au témoin non inoculé. Aussi, les plus petites tailles
ont été données par les plantules sous conditions de stress élevé.

Les résultats obtenus signifient que la concentration de 1’inoculum est suffisant et que la
présence des souches a effet PGPR peut éliminer I’effet d’un stress faible ou moyen et de
tolérer les niveaux élevée de stress salin et hydrique. Aussi, les plantes qui ont une longueur
inférieure par rapport au témoin peut étre du a I’insuffisance de la concentration bactérienne

de ’'inoculum (1ml).

Tableau 111 : Résultats des analyses biométrique des plantules de la luzerne.

Témoin | Témoin | NaCl | NaCl NaCl 10 o/T [ 200/T | 30g/1I
Inoculé | 75mM | 150mM | 300mM | PEG | PEG | PEG

Taille | Partie 2.78 3.21 3.04 2.94 2.80 3.18 3.03 2.93

(Cm) | racinaire
Partie 1.35 1.86 141 1.33 0.92 1.80 1.29 1.04

aérienne
8 [Poids |Parie |071 |1.34 [121 [1.03 |059 [127 |092 |0.63
2T | (9) racinaire
g\g Partie 0.27 0.32 0.29 0.28 0.18 0.3 0.23 0.21
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Figure 27 : Résultats des analyses biométrique des plantules de la luzerne.



v" Poids frais

L’analyse des poids frais de la partie racinaire et la partie aérienne montre que I’inoculation
par les souches augmente la masse pondérale fraiche de 18% et 89 % respectivement. Dans
les conditions de stress salin et stress hydrique, le poids frais des parties souterraine et
aérienne est supérieur a des niveaux faible et moyen de stress, mais a des concentrations
élevées, le poids diminue par rapport au témoin non inoculé de 22% et 23% respectivement

pour la partie racinaire sous stress hydrique et salin et de 33% et 44% pour la partie aérienne.

Les souches testées présentent un ensemble de caractéristiques qui permettent un meilleur
développement des plantes, en effet la totalité des isolats ont la capacité de fixer d’azote,

solubiliser le phosphate et de produire des hormones de croissance



3.3 Parametres biochmiques
v Teneur en chlorophylle

Nos résultats (Tableau 04) montrent que les plantules inoculées par nos souches et qui
n’ont pas été sujet de stress ont présenté des valeurs de 1.98ug/g de MVS pour le
Chla et de 1.35ug/g de MVS pour le Chl b soit une augmentation de 7% pour Chl a et
34% pour le Chl b par rapport au témoin non inoculé.(Figure 27).

Dans les conditions de stress hydrique et salin, les plantules de Medicago sativa L.
ont présentés des valeurs de Chl a et Chl b supérieur aux plantules témoins sans stress
mais restent inférieur par rapport aux plantes inoculées non stressés.

Tableau 1V :Résulats des valeurs de Chl et Chlb présenté par Medicago sativa L.

Témoin | Témoin | NaCl | NaCl NaCl 10 g/ | 20g/T | 309/
Inoculé | 75mM | 150mM | 300mM | PEG PEG PEG

Chla 1.84 1.98 1.95 1.92 1.88 1.98 1.95 1.90

Chl'b 1.01 1.35 141 1.33 1.02 1.80 1.29 1.04

Nos résultats montrent que les plantules en déficit hydrique se caractérise par une
diminution de leurs teneurs en chlorophylles (a et b), conformément a ce qui a été
démontré par d’autres travaux chez l'orge (CHEIKH M’HAMED et Al.,2003) et chez
le blé (TAHRI et Al.,1998).Selon Hireche, (2006) certaines plantes ont tendance a

lutter contre le stress hydrique en baissant sa teneur en chlorophylle.

La chute des teneurs en chlorophylle est la conséquence de la réduction de 1’ouverture
des stomates visant a limiter les pertes en eau par évapotranspiration,la déshydratation,
et par augmentation de la résistance a I’entrée du CO2 atmosphérique nécessaire a la

photosynthése (Bousba et al., 2009).
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Figure 28 : Résulats des valeurs de Chl a et Chlb présenté par Medicago sativa L
v Teneur en proline

La teneur en protline donnée en ug/g de MVS est présentée par la figure 29. Les
résultats obtenus montrent que la concentration des prolines est de 1’ordre de 0.25
ug/g de M.V.S chez le témoin et augmente en présence d’inoculum a 0.47ug/g de
MVS, cette augmentation diminue dans les conditions de stress mais reste supérieur

au témoin.

Tableau 5: la concentration des prolines dans les conditions de stress .

Témoin | Témoin | NaCl [ NaCI | NaCI | 10 209g/1 | 30g/1
Inoculé /éG PEG | PEG
Proline | 0.25 0.47 041 [0.38 [0.27 [ 045|042 [0.30

(ug/g)

Les résultats montrent une augmentation de la teneur en protéines totaux en présence
de bactéries ) éffet PGPR, au méme temps réduction de la teneur moyenne en
protéines totales dans les conditions de stress.Les teneurs en protéines des feuilles
diminuent suite a un ralentissement de la synthése du fait d‘une diminution de
I’activité de la nitrate réductase (Fresneau et al., 2007) ou de son niveau de
transcription (Foyer et al., 1998).ou la dégradation des principales enzymes et
protéines de la photosynthese (Melis, 1999 ; Teraza et al.,1999 ; Lawlor et Cornic ;
2002). Plusieurs auteurs ont montré que le stress entraine une baisse ou une

E




hausse des protéines totales selon les especes (Rai et al., 1983 ; Kumar,1991).en
effet, les résultats des travaux de Gnofam et al (2014) sur le cotonnier, et Akhzari et
al (2015) sur le Levisticum Officinale Koch ont montré un déclin dans la teneur en
protéines de maniére proportionnelle a I'application de déficit hydrique.
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Figure 29 : Les différents concentrations des prolines dans les conditions de stress
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Notre étude a pour objectif 1’analyse qualitative et quantitative de la microflore
rhizosphérique cultivable associée a 1’orge (Hordeum vulgarea L.) cultivé dans la
région d’El Goléa, une zone qui se caractérise par un sol salé et des températures

élevées ce qui provoque un environnement stresse.

L’analyse métagénétique de la microflore rhizosphérique d’orge a montré une grande
diversité et densité des populations bactériennes dont la plus grande partie est non

cultivable ou non encore classé (inconnu).

A partir de la microflore bactérienne rhizosphérique d’orge cultivable nous avons

isolé 73 souches qui ont montré une variation de forme, de couleur et de consistance.

La recherche de I’effet PGPR chez nos 73 isolats, a montré que la grande partie de
nos isolats sont fixatrice d’azote atmosphérique (100%), 100% ont une capacité de
solubiliser le phosphate , 100 % sont capable de synthétiser ’HCN et alors que 79 %
présentent le pouvoir de produire les sidérophores. Cette capacité fonctionnelle et
métabolique de nos souches refléte une forte adaptation aux conditions extrémes d’El

Goléa.

58 souches ont été choisies sur la base de leur pouvoir métabolique et ont été testé sur
le plan morphologique, physiologique et biochimique. Nos résultats ont montré que
nos souches manifestent des activités biochimique et physiologique intéressantes
donc peuvent représenter des atouts naturels et réels si leur exploitation est conduite
dans des conditions environnementales rigoureuses et que la valorisation de leurs

potentialités s’oriente vers des applications biotechnologiques ciblées.

L’application de nos 58 souches sur les plantules de la luzerne dans des conditions de
stress salin et hydrique a montré un effet positif sur la germination, la croissance des

plantules et la tolérance a des niveaux élevées de stress.

Au terme de ce travail, plusieurs perspectives semblent nécessaires a réaliser :

Réaliser des études moléculaires pour déterminer avec précision le statut
taxonomique des isolats.




Etudier le pouvoir des isolats a produire d’autres phytohormones (Cytokines,
désaminase, gibbérellines,...) et procéder a la caractérisation d’autres activités
enzymatiques (pectinases, lipases, chitinases,....).

Faire des essais sur d’autres variétés d’une méme plante et/ou d’autres plantes
cultivées.

Construire a partir des souches isolées, des combinaisons pour faire des
inocula mixtes.

Tester le pouvoir de chagque souche indiviuellement afin de déterminer leur
potentiel d’utilisation.

-
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Annexe 01 : Appareillages et verreries

Appareillage Verreries Autre matériel




Annexez2:

L’eau physiologique 9%
NaCl
L’eau distillé

Antifongique
Terbinafine carbohydrtae
Eau distillée

Les compositions des solutions

99
1000m|

250 mg
10 ml

Borate de sodium a 0.1N, pH 8.8

Borate de sodium
Eau distillée

Réactif de Biorad
Bleu de Coomassie (G250)
Ethanol 95 %
Acide phosphorique a 85%
Eau distillée

Solution picrate de sodium
Acide picrique
Carbonate de sodium

Solution de Salkowski

Acide perchlorique (35%)
Solution de FeCI2 2% (0,5 M)
Eau distillée

Solution de traces de métaux

CaCO3
Zn So4
Cu SO4
Eau distillée

Solution des antibiotiques
Ampicilline

Amoxicilline

Lexine

Eau distillée

7.69
200ml

0.01g
5mi
10ml
100ml

0,59
209

60 ml
3ml
100ml

2mg
2mg
1mg
1000mL

1mg

1mg

2mg
1000mL



Annexe 3: Préparation et composition des milieux de culture pour 1litre

v' Technique de préparation.

Pour chacun des milieux, les ingrédient sont pesés a l'aide d'une balance de précision
et deposés dans une fiole jaugée puis rajouter le volume d'eau distillée a raison de
1000 ml.

Le pH est mesuré par un pH-métre puis ajusté par I'ajout soit du KOH ou du HCI
ensuite répartir dans des flacons de 250 ml et autoclavés a 115°C pendant 15 minutes,
une fois refroidies (45°C), I’antifongique (Terbinafine carbohydrtae) est rajouté a
raison de 5ml/I a I'aide d'un micro-filtre stérile de diametre 0.22um.

Jensen

CaCO3 29

K2HPO4 19

MgS04.7H20 0.5g

NaCl 0.5g

FeSO4.7H20 0.1g

Na2Mo04.2H20 0,005g

Glucose 20g
Agar 159

LBT

Tryptone 10g

Extrait de levure 5¢

NaCl 5¢

L-tryptophane 1.02g

Agar 159

NBRIP TSA aamidon 1%
Glucose 10g TSB 39
Ca3(P0O4)2 59 )

(NH4)2S04 0.1g Amidon 10g
NaCl 0.2

MgS04.7H20 0.2gg Agar 15
KCI 0.2¢9

Agar 159

TSA 1/10

TSB 39

Agar 159
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